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Leishmania Ross, 1903 es un protozoo flagelado perteneciente al orden Kinetoplastida
y la familia Trypanosomatidae (Levine et al., 1980). En 1987 Lainson y Shaw publicaron
una versión mejorada de la clasificación del género LeLvhmania, basada fundamentalmente
en criterios extrínsecos, eco-epidemiológicos y de taxonomía Linneana, pero que no
respondía al origen mono o polifilético del mismo. Así, dentro del género Leishmania se
describen dos subgéneros en función del lugar de reproducción en el tracto digestivo del
vector (Lainson y Shaw, 1979, 1987): subgénero Leishmania descrito por Saf’janova
(1982) y que hace referencia al desarrollo suprapilórico de ]os flagelados y subgénero
Viannia descrito por Lainson y Shaw (1987), de multiplicación peripilórica. Las
leishmanias de reptiles fueron retiradas del género Leishmania, para ser incluidas en el
género Sauroleishmania (Ranque, 1973).
Hasta el momento, se han descrito 27 especies, agrupadas en 15 complejos
filogenéticos (Lainson y Shaw, 1972, 1986, 1987; Rioux et al., 1990a; Thomaz-Soccol et
al., 1993a) y, gracias a las técnicas bioquímicas y un análisis cladístico, se ha podido
confirmarla clasificación de Lainson y Shaw (1987> pudiéndose estab]ecer ]a hipótesis del
origen monotilético del género Leishmania (Thomaz-Soccol a al., 1993!».
En la Figura 1 se muestra un esquema con la taxonomía actualizada del género
Leishmania, basada en caracteres intrínsecos (isoenzimas) y taxonomía numérica (Rioux
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Figura 1.- Clasificación del género Lcishmania basada en caracteres intrínsecos
(isoenzimas) y taxonomía numérica (Rioux et al., 1 990a; Ihomaz-Soccol ci al., 1993a;
Dedet, 1993).


























El ciclo biológico de Leishmania tiene lugar en dos tipos de hospedadores: en uno
invertebrado que comprende numerosas especies de los géneros Phlebotomus en el Viejo
Mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo, ambos pertenecientes a la familia Psychodidae,
y en un hospedador vertebrado que incluye una gran variedad de géneros.
El parásito adquiere a lo ¡argo del ciclo biológico formas bien diferenciadas, una móvil
y flagelada en el hospedador invertebrado, y la otra inmóvil intracelular y no flagelada,
denominada amastigote, en el hospedador vertebrado (ver revisiones de Mo]yneux a al.,
1986 y Molyneux y Killick-Kendrick, 1987).
Cuando el vector (hospedador invertebrado) ingiere sangre del hospedador vertebrado,
inocula los promastigotes infectivos, ]]amados metacíclicos, que penetran en los macrófagos
de la piel, vísceras y membranas mucosas, gracias a su unión con los receptores CRí
(Mallinson y Coombs, 1989) y CR3 del complemento (Russell y Wright, 1988), el
receptor manosa-fucosa (Russell y Wilhelm, 1986) y el receptor del fibrinógeno (Rizvi a
al., 1988), donde se transforman en amastigotes, proceso que tiene lugar entre 1 a 4h más
tarde. La multiplicación de los amastigotes en el interior de la vacuola parasitófora de los
macrófagos es mitótica y se produce por fisión binaria. Algunos aspectos generales del
proceso de unión Leii-hmania-macrofago, así como los mecanismos de evasión de la
respuesta inmune, han sido revisados recientemente por Rivas a al. (1993), Scott y Sher
(1993) y Fernández a al. (1993).
Los macrófagos cargados de amastigotes pueden volver a ser ingeridos por el vector en
el transcurso de una nueva picadura, son lisados y liberan los amastigotes que se
transforman en promastigotes en el tracto digestivo. Estos promastigotes sufren
transformaciones complejas y dan lugar a formas características aún no bien conocidas, qu.e
se conocen con los nombres de formas “paramastigotes”, ‘haptomonas’ y “neptomonas’,
para dar lugar a los promastigotes metacíclicos, que son los infectivos para e] hospedador
vertebrado (ver revisiones de Sacks, 1989 y Killick-Kendrick, 1990, 1991). Los parásitos
pueden ser aislados del hospedador vertebrado a partir de órganos o lesiones infectadas o
del hospedador invertebrado infectado y cultivarse en una gran variedad de medios de
cultivo (ver Chang y l-lendricks, 1985).
En la Figura 2 se muestra un esquema detallado del ciclo biológico (modificado de




Figura 2 -- Ciclo de tris/unan/a spp. en ms hospedadores vertebrado e invertebrado (modificado de Cbang
e: al., ¡985). 1.- Penetración de promastigotes metacíclicos en el hospedador vertebrado, a través de la piel
por la picadura de un flebotomo infectado; 2.— Fijación dc los promastigotes al macrófago y posterior
fagociración; 1- Fusión del fagosonia con el lisosoma; 4.- Diferenciación del promastigote en amastigote
dentro del fagolisosoma del niacróliigo infectado; 5.- Multiplicación del arnastigole en la vacuola
parasítófora; 6.- Multiplicación intravacuolar de amastigotes; 7.- Ruptura del macrófago y liberación de
amastigores; 8.- Fagocitosis de los amastigores liberados por otros macrófagos; 9.- Ingestión de maerófagos
parásitados por el flebotomo al ingerir sangre de un hospedador vertebrado infectado; lO. - Ruptura del
macrófago y liberación de los amastigotes en el estómago del flebotomo; II.- Multiplicación de amastigotes
y diferenciación en pronlastigores; 12.- Multiplicación de los promastígotes <denominados neptomonas en
un algunas especies) en el tracto digestivo e in~erción de los flagelos entre los microvellosídades del endotelio
digestivo; 13.- Miii tiplicación de pronlasíigotes del subgénero Viana/a en ej instcst!n() posterior del
fiebotomno y diferenciación en paramastigotes, con los flagelos ensanchados en forma de disco, fijándose a
la cutícula mediante hemidesmosomas; 14.- Migración de promastigotes hacia el intestino anterior como
haptomonas, con los flagelos unidos ala cutícula del tracto digestivo; 15.- Localización de los paramastigotes
con los flagelos unidos a la cutícula del intestino anterior; [6.- Promasrigotes metaciclicos, muy movíles en











1 2.- El genonia de Leishmania
Los protozoos pertenecientes al orden Kinetoplastida presentan un ADN genómico
(ADNg) localizado en el ndcleo celular, encargado de la replicación del parásito, y un
ADN extracromosómico situado en la única mitocondria, que se replica independientemen-
te, conocido como ADN del kinetoplasto (ADNk> (Simpson y Braly, 1970; Simpson y da
Silva, 1971; Simpson et al., 1980). También se han encontrado partitulas semejantes a
virus (VLPs) situadas en el citoplasma de promastigotes de Leishmania (Leishmania)
herrigi que no tienen efecto ni en el crecimiento ni en la multiplicación del parásito
(Molyneux, 1974), así como ARN virales en Leishmania (Viannia) braziliensis (Tan- eral.,
1988) y Leishmania <Y) guyanensis (Chung e: al., 1994) que han sido incluidos en el
género ARN viral 1 de Leishmania (LRV1) de la familia Totiviridae. La organización
molecular de algunos de estos LRVI ha sido ya estudiada (Stuart e: al,, 1992; Scheffter
e: al., 1994).
El tamaño del genoma de Leishmania varía con las especies, estando comprendido entre
l0~-lO~ pb de ADN. Así, el genoma de L. (Y) braziliensis es de 24,2 x107 pb y el deL,
<L.) donovaní de 10,5 x107 ph (Villalba y Ramirez, 1982), mientras que el de L. (L.)
mexicana tiene un tamaño de 1,34 x108 ph (Galindo y Ramirez-Ochoa, 1989).
El ADNk puede ser separado del ADNg por centrifugación en gradiente de densidad
de cloruro de cesio/bromuro de etidio (Simpson y da Silva, 1971). Dependiendo de la
especie, la densidad puede variar desde 1,714 a 1,720 g/mi para la banda de ADNg y
desde 1,688 a 1,707 guI para la de ADNk (Chance eraL, 1974).
1.2.1. - Cromosomas
El material genético de los protozoos del Orden Kinetoplastida está organizado en
cromosomas que, al no condensarse en ninguna fase del ciclo mitótico (Vickerman y
Preston, 1970), no pueden ser visualizados con el microscopio óptico, 1<) que impide su
análisis citogenético convencional.
Este inconveniente se pudo soslayar en Ja década de los años 80 con el desarrollo de
la electroforesis en campo pulsado (PFOE) (Schwartz y Cantor, 1984; Gibson, 1985) y sus
variantes: electroforesis ortogonal en campos alternos (OFAGE) (Caríe y Olson, 1984,
1985; Ziegier eral., 1987), electroforesis transversal en campos alternos (TAFE) (Gardiner
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a al., 1986), electroforesis en campos homogéneos (CHEF), que proporciona patones de
bandas rectas facilitando así la hibridación y los análisis densitométricos <Chu e: al.,
1986), así como de la electroforesis en campos homogéneos que se invierten
periódicamente (FIGE) (Caríe e: al., 1986; Dawkins et al., 1987) y electroforesis rotatoria
(ROE) (Southem e: al., 1987), que permiten el fraccionamiento en un gel de agarosa de
grandes moléculas de ADN (de hasta 2000 kb). Básicamente todas estas técnicas hacen jiposible la separación de macromoléculas de ADN de 250 a 2600 kb (ver revisiones de
Dawkins, 1987, 1989 y Bustamante et al., 1993), lo que ha permitido el estudio de la
estructura y organización cromosómica en Letshmania (ver revision de Bastien e: al.,
1992b). De este modo se han podido esclarecer algunas de las incógnitas sobre la biología
de este protozoo, tales como hasta qué punto el cariotipo se conserva durante la
especiación, la existencia o no de reproducción sexual, determinación del número de copias
de cada cromosoma o los posibles mecanismos para generar polimorfismo en el tamaño de
los mismos.
1.2.1.1, - Es:rucwra de los cromosomas
Se ha demostrado que existe un alto grado de plasticidad en el genoma deL. (L.) major
(Giannini e: al., 1986; Spithill y Samaras, 1987; Massamba, 1990), L. (L.) donovaní
(Comeau e: al., 1986; Samaras y Spithill, 1987; Bishop y Miles, 1987, 1989; Bishop y
Aldnsehinwa, 1989; Bishop, 1990), L. <L.) infantum (Pagés eta!., 1989; Bastien eta!.,
1990a,b; Gutiérrez-Solar e: al., 1990), Sauroleishmania taren:olae (Gómez-Eichelmann
e: al., 1988) y los complejos deL. (y.) braziliensis y L. <L.) mexicana (Giannini ej al.,
1986; Scholier ej al., 1986; Dujardin e: al., 1989, 1993a; Stuart e: al., 1989, Stuart,
1991; Ereslx eta!., 1993). Para cada una de estas especies, los aislados individuales tienen
cariotipos únicos a pesar de tener una gran proporción de cromosomas homólogos en
tamaño.
Van der Ploeg e: al, (1984) fueron los primeros en utilizar PFGE para separar los
cromosomas de Leishmania y protozoos parásitos relacionados, demostrando que las
variaciones en el tamaño y distribución de los cromosomas de genes seleccionados (mini-
exon, a y fi tubulina y genes ribosomales) no están altamente conservados entre diferentes
flagelados del Orden Kinetoplastida. Según estos autores L. <L.) tropica contiene más de
introducción 7
20 cromosomas de más de 700 kb. Los genes de la a-tubulina y 8-tubulina estarían
localizados en dos tipos de cromosomas, unos de más de 2000 kb y otros de menos de
2000 kb, mientras que en el género Tiypanosoma estos mismos genes estarían situados en
unas especies en cromosomas de más de 2000 kb y en otras en cromosomas de menos de
2000 kb, lo que explicaría el diferente nivel de conservación.
Spithill y Samaras (1985), gracias a la técnica de PFOE, detectan en un clon de la cepa
deL. (1..) inajor, LRC-L137/7/V121, 17 cromosomas divididos por su tamaño en dos
grupos: 12 cromosomas de 400-1500 kb y 5 cromosomas de 2000-4000 kb. Así mismo,
estudian la distribución de los genes de la a y B-tubulina en esta misma especie. Los genes
de la a -tubulina se encuentran situados en un mismo locus (cromosoma 7), mientras que
existen múltiples loci para la familia de genes de la 13-tubulina (cromosomas 6,10, 16 y
17). Posteriormente, estos mismos autores observan hasta un total de 23 cromosomas en
esta misma cepa (Spitliill y Samaras, 1987).
Bishop y Miles (1987) efectúan el fraccionamiento de los cromosomas de L. <L.)
dono-van! mediante OFAGE lo que les permite diferenciar en esta especie 22 cromosomas.
Las especies L. <t) donovan!, L. <22.) infantum y L. (L.) e/zagas! presentaron cariotipos
diferentes. En un aislado de origen africano, MHOM/ET/67/HU3, observan un
minicromosoma de 270 kb, no homólogo con los miicromosomas de ninguno de los
aislados de L. (1,.) donovaní, 22. <22,) infan¡um, L. (L.) e/zagas! utilizados en el estudio.
No sólo se ha encontrado polimorfismo en el tamaño de los cromosomas, si no también
en el número y la intensidad con la que se tiñen con bromuro de etidio las bandas
cromosómicas. Hastien et al. (1990a) aprecian un elevado polimorfismo en el cariotipo de
cepas deL. <L.) infantum pertenecientes a diferentes zimodemas, así como en 12 cepas del
zimodema 1 (MON-l). El polimorfismo afectó mayoritariamente al tamaño de las bandas
cromosómicas, pero también al número (entre 23 y 31 cromosomas). Cuando analizan el
cariotipo de 36 clones derivados de 8 cepas de L. <L.) infantuni observan un polimorfismo
interclonal dentro de cada cepa que afectó sólo a una o dos bandas cromosómicas. El 50%
de los clones presentaron polimorfismo en el cariotipo, expresado principalmente por la
presencia de un cromosoma adicional o modificaciones en el tamaño de los cromosomas.
Cuando vuelven a donar uno de los clones, observan también cierto grado de polimorfismo ¡
pero mucho menos frecuente (1/15), lo que podría indicar que durante el proceso de
clonaje podrían tener lugar reagrupamientos de los cromosomas. Estas variaciones entre
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clones implicaría una estructura en ‘mosaico’, con individuos distintos que poseen
versiones diferentes en tamaño del mismo cromosoma (Hastien e: al., 1990b).
Por otro lado, también se han observado patrones de cariotipo conservados (Giannini
eral., 1990; Lightball y Giannini, 1992).
Tavares a al. (1992) estudian el cariotipo de 20 espcies de Uishmania incluidas en
diferentes complejos mediante CI{EF detectando claras diferencias en la localización de los
genes de la tubulina, entre especies de Leishman!a del Viejo y Nuevo Mundo.
Los patrones de hibridación con sondas cromosómicas ha pennitido agrupar a aislados
de L. (Y.) peruv!ana y 22. (Y) braziliens!s en grupos discretos o cariodemas, facilitando
su separación (Dujardin e: al., 1993a,b).
Blaineau et al. (1992a) analizan el cariotipo de 22 cepas de L, CL) infantum
pertenecientes a los zimodemas dermotropos MON-1 1, MON-29 y MON-33, originarias
del mismo foco biogeográfico. Todas las cepas presentaron un cariotipo estrechamente
relacionado que contrasta con el polimorfismo observado entre otras cepas cutíneas y
viscerales aisladas en el mismo foco, todas ellas pertenecientes al zimodema 1 (MON-1)
(Hastien a al., 1990a,b; Blaineau et al., 1990, 1991).
El cariotipo de cada especie de Uishmania estaría representado por un grupo básico
de cromosomas altamente conservados y un juego de cromosomas variables Unicos para
cada aislado, hipótesis que es confirmada por los datos obtenidos en el estudio del cariotipo
de cinco aislados de 22. <‘22.) major (Giannini, 1989; Giannini et al., 1990).
El conocimiento de los mecanismos de origen del polimorfismo en el cariotipo podrían
revelar fenómenos primitivos de dinámica del genoma, difíciles de poner en evidencia en
los eucariotas superiores (Bastien, 1990c). La plasticidad en el genoma de Leishmania se
podría producir como resultado del reagrupamiento de los cromosomas a través de
amplificaciones y delecciones de secuencias repetidas en regiones subteloméricas
(lovannisci y Beverley, 1989; Hastien, 1990c)
La evolución de los cromosomas podría estar influenciada por diferentes presiones
selectivas que operan en las diferentes especies de Leishmania. Por otro lado, la plasticidad
de los cromosomas podría estar ¡imitada por el modo de reproducción dentro de las
especies. Si hubiera reproducción sexual, se favorecerla la unión entre grupos de
cromosomas entre todos los individuos de una población y, por lo tanto, existiría una
elevada conservación del cariotipo. Si por el contrario, la reproducción fuera de tipo clonal
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en Le!sñmania (Tibayrenc a al., 1991; Tibayrenc, 2993), se producirla una elevada
divergencia en los cariotipos (Lighthall y Giannini, 1992).
1.21.2.- Ploidta
El conocimiento de la ploidia de un organismo es un requisito imprescindible para
comprender su genética. La segregación alélica, recombinación entre loci y reagrupamiento
de cromosomas homólogos da como resultado que un organismo sea haploide, diploide o
poliploide (Tait y Tumer, 1990).
La ploidía en Leishmania es incierta y aunque la tendencia actual es considerar a este
protozoo como un organismo diploide, lo que implicada la existencia de un doble juego
de cromosomas (2n), no existen muchos trabajos que apoyen esta hipótesis. Por el
contrario, otros autores consideran a U!shman!a como un protozoo baploide, del que
existen un mínimo de cepas con uno o más cromosomas disómicos o polisómicos
(aneuploidfa).
Las primeras informaciones acerca de la ploidia de Leishmania se obtuvieron gracias
al análisis enzimático (Maazoun e: al., 198 la; Le Blancq e:al., 1983). Kelly e: al. (1991),
describen un posible hibrido natural entre L. (L) major y L. (L.) arabica, que fue
heterozigótico para cuatro sistemas enzimáticos (GP!, MPI, 6-POD y ES).
La presencia de dos versiones distintas en el tamaño del mismo cromosoma, en vanos
clones “hermanos” deL. (L.) infanwm, sustenta la hipótesis de que estos cromosomas son
mínimamente diploides (Hastien e: al., 1 990b}.
En 22. <22.) major se ha demostrado que el cromosoma II que porta el gen que codifica
el mini-exón (Bemards et aL, 1983; Iovannisci y Beverley, 1989), y el cromosoma V que
lleva el gen que codifica la timidilato sintetasa dihidrofolato reductasa (TS-DHFR>
(Beverley, 1988; Cruz y Beverley, 1990) son minimamente diploides. Así mismo, hay
evidencia de que el locus de la adenina fosforribosil transferasa en 22. (22.) donovaní es
diploide (Iovannisci e: al., 1984; Ulíman eta!., 1989).
Los estudios del cariotipo de 22. <‘22.) mexicana mediante CHEF han revelado que esta
especie es diploide para muchos cromosomas (Galindo y Ramírez, 1989; Ramírez y
Galindo, 1990).
Blaineau e: al. (1991) intentan clarificar e¡ polimorfismo encontrado en el cariotipo de
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Leishmania, mediante el estudio de los cromosomas de tamaño menor de cinco clones de
22. (L,) infantum con sondas específicas de ADN. Uno de los clones, <LEM1284), presentó
dos versiones diferentes en tamaño de cada uno de los tres minicromosomas. Así mismo,
demuestran que en el polimorfismo del cromosoma 1 de varias cepas de L. CL) infantum
está implicada una región subtelomérica que comprende secuencias repetidas. De este
estudio se desprende que Leishman!a es “minimamente” diploide, al menos para los tres
cromosomas estudiados. Por el contrario, existe evidencia de trisomia y polisomia en
algunos cromosomas (Bastien et al., 1 990a).
1.2.2. - Minisatélites
Las secuencias de ADN denominadas “minisatélites” están presentes en el genoma de
la mayoría de los eucariotas y recientemente se han puesto de manifiesto en Uishmania
(Macedo et aL, 1992). Estos minisatélites están constituidos por unidades repetidas en
tándem de 15 a 40 ph y generan un polimorfismo intraespecifico o “DNA Iingerprints”,
siendo su análisis esencial en estudios de genética de poblaciones (Jeffreys et aL, 1985).
No existen muchos estudios sobre estas secuencias en Leishmania, pero su valor en la
caracterización e identificación de especies y cepas de Leishinania del Nuevo Mundo ha
sido estudiado por Macedo ci al. (1992). La frecuencia y distribución de varios
minisatélites en el genoma de Leishmania ha demostrado un polimorfismo alélico superior
al obtenido con el análisis enzimático (Rossi e: aL, 1994).
1.2.3. - S4DN c!rcular ex:racromosómico
La presencia de elementos genéticos circulares, bandas de ADN de 30-200 kb, como
resultado de un proceso de amplificación del genoma en una gran variedad de protozoos
parásitos, ha despertado recientemente un gran interés. En Leishmania se han identificado
seis ADN circulares la mayoría en aislados resistentes a la acción de agentes selectivos
como el metotrexato, arsenito sódico y tunicamicina aunque también se han encontrado en
aislados no resistentes (ver revisiónes de Stuart, 1991 y Beverley, 1991>.
El ADN circular más estudiado es el ADN R, de 30 kb, que aparece en aislados de
Leishmania resistentes a los inhibidores de la dihidrofolato reductasa (DHFR) o timidilato
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sintetasa (TS) (Coderre et aL, 1983; Beverley eta!., 1984; Beverley, 1988; Garvey y
Santi, 1986; Higbtower e: aL, 1987, 1988; Kapler eS al., 1990>. El ADN-H tiene un
tamaño comprendido entre 68-170 kbs, y se encuentra tanto en aislados seleccionados para
resistencia a metotrexato (MTX) y primaquina, entre otros, así como en aislados no
resistentes (Beverley et al., 1984; White e:al., 1988; Hightower es al., 1989; Ellenherger
y Beverley, 1989; Ouellette e: al., 1990). Los otros ADNs circulares están menos
estudiados, entre ellos se encuentran, el ADN O de 30-60 kW, descrito en Leishínania
resistente a tunicamicina (Detke esa!., 1988; Katakura eS al., 1991), el ADN Dde 75 kb
descrito en 22. <‘71.) :rop!ca (Hightower e: al., 1988) y el ADN T descrito en S. tarentolae
de 19 kb (Petrillo-Peixoto y Beverley, 1988, 1989).
Gajendran eS al. (1989), Stuart eta!. (1989) y Hamers es al. (1989) describen dos tipos
de ácidos nucleicos específicos de Leishmania que presentan un comportamiento
electroforético anormal cuando se someten a OFAGE. Estos elementos podrían poseer
propiedades similares a los transposones y pueden estar parcialmente integrados en otros
cromosomas. El ADN circular LDI (llamado también CDI), de origen nuclear, presente
en seis aislados de los complejos L. donovan! y L. infansum (K42, 1-S, LRC-L51, VP74,
LRC-61, Túnez y ITMAP 263), se encuentra integrado dentro del ADN lineal
cromosómico (LDl) en otros aislados de 22. (L.) donovan! y en una cepa de 22. (Y)
brazillensis. El otro tipo de ácido nucleico es un ARN citoplasmático de una sola hebra
(LRI) similar al ARN viral.
Se ha podido demostrar la presencia de LD1 lineal en el ADN cromosómico (200-550
kb) de aislados de diferentes especies de Leishmania del Nuevo y Viejo Mundo (Trípp es
al., 1991, 1992), asÍ como la presencia de ambas formas de ADNs, LD1 circular y LDí
lineal, en diferentes clones derivados del mismo aislado de 22. (L.) mexicana M379 (Liu
a al., 1989, 1990, 1991, 1992).
Beverley y Coburn <1990) describen cuatro nuevos ADNs lineales de tamaño pequeño
(SLDs> en el aislado de 22. (22.) major LT252, cuyas secuencias están relacionadas pero no
son idénticas a las de CDI y LDI y están originadas en un cromosoma de 1,5 Mb. Estos
autores agrupan estos cuatro nuevos ADNs lineales en la clase 715 de SLDs, no
encontrando relación entre su aparición y resistencia a agentes selectivos, por lo que su
aparición parece espontánea.
Navarro e: al. (1992) describen minicromosomas relacionados con LD1 lCD 1 y la clase
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715 de SLDs en clones deL, (22.) major, LV-561, con diferentes grados de virulencia en
ratones Balb/c. Estos autores demuestran que estos minicromosomas no están relacionados
con los diferentes grados de virulencia en el ratón.
k.
1.2.4. - Kinetoplasto
El kinetoplasto es una estructura que se encuentra situada en todos los protozoos
pertenecientes al orden kinetoplastida dentro de la membrana mitocondrial (Borst y
Hoeijmakers, 1979; Harker, 1980), siendo uno de los ADNs más inusuales que se
encuentran en la naturaleza (Simpson, 1972). Está constituido por un disco de 1-2 gm de
diámetro, visible al microscopio óptico y que contiene 1O~ pares de bases de ADN
mitocondrial (Chance y Walton, 2982; Lopes a al., 1984). El ADNIC representa del 10
al 20% de todo el AUN del parásito y está formado por una red gigante de miles de
moléculas circulares, maxicírculos y minicírculos, concatenadas covalentemente (Simpson,
1979). El proceso de replicación de maxicírculos y mninicfrculos y el ensamblaje de la red
de ADNk han sido objeto de numerosos estudios (ver revisiones de Ray, 1987; Ryan eS
al., 1988; Pérez-Morga y Englund, 1993; Shlomai, 1994).
1.2.4.1.- Mas/círculos
El ADNk contiene unos 50 maxicfrculos de 30 a 40 Kb. Los maxicírculos pueden ser
separados mediante electroforesis del ADNk digerido con enzimas de restricción (Kleisen
et al., 1976; Weislogel es al., 1977). En el caso de Crishidia y Phytomonas los
maxicfrculos representan aproximadamente un 5% del total del ADN (K]eisen e: al., 1976;
Weislogel ce al., 1977), siendo mayor en el caso de T¡ypanosoma brucel (Fairlamb e: al.,
1978). En 8. sarensolae los maxicírculos presentan una densidad de l’681 gfcnV (79%
A±T)y un peso molecular de 18-20 x l0~ (Simpson, 1979). Los maxicírculos están
formados por una región conservada y otra variable (Borst, 1991). Contienen secuencias
de AUN a las que por homología se les atribuye el mismo papel que el ADN mitocondrial
en otros sistemas celulares (Simpson y Simpson, 1978; Fairlamb eS al., 1978), como es
contener los genes para los ARN ribosomales además de tener otras unidades
transcripcionales (Hoeijmakers y Borst, 1982; Eperon es al., 1983) y al menos 6 genes
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estructurales (Benne es aL, 1983).
1.2.42. - Miniclrculos
Los minicírculos son las moléculas más pequeñas de ADN mitocondrial que se se
pueden encontrar en la naturaleza (Barker, 1980), y su tamaño oscila entre 450 pb en
Trypanosoma congolense y 2500 pb en las especies de Crishidia, pero dentro de cada red
son idénticas en tamaño. Su función es desconocida aunque parece que están implicados
en la estructura o replicación (o ambas) del ADNk (Kleisen es al.,1976; Englund, 1978;
Englunó y Marini, 1980). También existe evidencia de la síntesis parcial de ARN a partir
de ADNk de Crishidia acansocephalt (Fouts y Wolstenliolme, 1979>.
El ADNk de Leishmania contiene de 10.000 a 20.000 minicfrculos de 500 a 2.500 pb
(10 a 20 familias) (Barker, 1987). Los minicfrculos tienen alrededor de un 80% de su
secuencia nucleotídica variable y el resto conservada (Riou y Yot, 1975, Frasch es al.,
1981). En la mayoría de fas especies de Uishmania el 80% de los minicfrculos tienen
cuatro o menos clases de secuencias mayoritarias (Kidane et al., 1984; Lawrie es al.,
1985; Lopes y Wirth, 1986; Barker es al,, 1986c; Rogers y Wirtb, 1987, 1988). Este
pequeño número de familias de secuencias supone que cada clase es representada por
muchas copias (hasta 3000) de aproximadamente 600 pb que están disponibles para
hibridar. Las secuencias conservadas tienen una homología de hasta un 90% entre las
diferentes especies del mismo parásito (Macina et al., 1986). Dentro de una misma especie
todos los minicírculos tienen una secuencia conservada de aproximadamente 120 pb y una
gran región variable. La organización de estas regiones en los minicírculos varía entre los
diferentes tripanosomátidos. Sin embargo, hay dos secuencias conservadas cortas <presentes
en todas las especies de tripanosomátidos) el dodecámero: 3 ‘-ATGTGGTTGGGG-5’,
conocida como la secuencia universal de los minicfrculos (UMS) y el hexámero 3’-
ACOCCC-5’ (Kitchen eS al., 2984; Ntambi es al., 1985) de las que sólo se conocen dos
excepciones, una en Crithidia oncopelsí (Pestov n al., 1990) y la otra en 8. tarensolae
(Kidane e: al., 1984).
Los minicírculos se comportan como unidades independientes mientras se produce la
replicación. La variación entre las especies parece ser debida a mutaciones puntuales y a
reorganizaciones, translocaciones e inserciones/delecciones, entre secuencias de
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minicfrculos preexistentes (Horst y Hoeijmakers, 2979; Hoeijmakers y Borst, 1982; Jasmer
y Stuart, 1986a,b). Esta variabilidad contribuye a la evolución rápida del ADNk (Englund,
1979> que incluso ocasionaría diferencias en los patrones de esquizodemas del ADNk
después de varios años de pases sucesivos de una cepa en el laboratorio (Hoeijmakers y
Borst, 1982)
Existe una gran heterogeneidad en el ADNk de los tripanosomatidos lo que hace que
los minicírculos se puedan agrupar en familias, permitiendo la caracterización de especies
y aislados. CriMidia contiene de 10 a 20 familias (Steinert y Van Assel, 1980). En
Trypanosoma equ¡~erdum y Trypanosoma evansi sólo hay una familia, pero en T. brucel
hay más de 300 (Borst y Hoeijmakers, 1979). S. earen:olae tiene tres familias (Challberg
y Englund, 1980) y 22. <~.) majorunas veinte (Spithill y Grumont, 1984). En Leishmania
lo más común son unas ocho o diez familias de minicirculos en las especies del Viejo
Mundo y menos de cuatro para las del Nuevo Mundo.
La comparación de la secuencia de los minicúculos deL. (L) major, 22, CL) aethiopica
y S. taren:olae ha revelado una única región conservada entre los nucledtidos 1 y 170 en
22. (L) major. Esta región presenta dos regiones conservadas, que son compartidas por
diferentes especies de Leishmania, Sauroleishmania y otros tripanosomátidos: la “secuencia
universal” y el origen de replicación de los minicfrculos (Smith et al., 1989).
Los niinicfrculos no están sometidos a presiones genéticas, lo que es considerado por
algunos autores como una gran ventaja para la caracterización de aislados mediante
comparación de fragmentos de ADN. Sin embargo, para otros investigadores, el que la
transcripción sea independiente de los ¡ninicirculos, es considerada como un desventaja por
no ejercer influencia alguna ni en las propiedades morfológicas ni en las bioquímicas del
parásito <Hoeijmaker y Borst, 1978; Fouts y Wolstenholme, 1979). Es decir, el parásito
puede permanecer inalterable mientras que las secuencias de ADNk de los minicfrculos
pueden cambiar por mutación o por recombinación con otras cadenas de minic&culos ya
existentes (Van Eys et al., 1987).
En Leishmania los genes ribosomales están organizados en secuencias repetidas en
tándem de las que existen unas 200 copias (León e: aL, 1978; Villalba y Ramírez, 1982),
y están localizados en bandas cromosómicas diploides (Galindo y Ramírez, 1989). Los
genes ribosomales presentan secuencias conservadas y sólo 800 b, en la región central del
gen muestra beterologla (Dams eta!., 1988). Las secuencias conservadas están flanqueadas
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por zonas intergénicas (espaciadoras) de diferente tamaño, debidas a un proceso de
evolución más libre. Las regiones intergénicas (NIS) tienen un tamaño de unas 8,5 Kb
(León es al., 1978; Ramírez y Guevara, 1987).
El ARN se ha podido aislar del kinetoplasto de .5. rarenrolae, y está formado por dos
fracciones de 9S y 12S. Estas fracciones hibridan con los maxicírculos de ADNK, por lo
tique en ellos está la información del ADN mitocondrial y no en los minicírculos (Simpsony Simpson, 1978; Simpson es al., 1980).
1.3. - Reproducción del parásito: clocalidad o sexualidad
Durante los últimos diez años se ha ido imponiendo la idea de que durante el ciclo
biológico de muchos protozoos parásitos puede tener lugar un intercambio genético.
Las dos consecuencias genéticas fundamentales de la reproducción sexual son segregación
(relación entre alelos en un mismo locus) y recombinación (relación entre alelos de
diferentes loci); su ausencia en poblaciones naturales indicada la inexistencia por tanto de
este tipo de reproducción.
Recientemente muchos autores han podido demostrar en el laboratorio que algunos
protozoos de importancia médica pueden sufrir recombinación genética: T. brucel (Jenni
e: a!., 1986; Jenni, 1990; Stemberg eral., 1988; Walliker, 1989; Tait y Turner, 1990;
Schweizer eral., 1994)), Plasmodiumfoiciparum (Walliker eta!., 1987; Walliker, 1989),
P!asmodium e/talmud! y Plasrnodium yoelii (Walliker, 1983), Rimeria (Rollinson et al.,
1979), Toxoplasma (Pfefferkorn y Pfefferkom, 1980), Enramoeba hissolyflca (Sargeaunt
et al., 1988; Blanc a al., 1989) y Leishmania (Lanotte y Rioux, 1990). Sin embargo,
otros autores han postulado que la recombinación genética tiene lugar también en
poblaciones naturales de T. trace!, T. gambiense (Tait, 1980; Paindavoine eral., 1989>,
P. fa!ciparum (Walliker, 1983) y Leishmania (Evans a al., 1987; Kelly es a!., 1991),
pero no en poblaciones naturales de T¡ypanosoma cruz!, en el que la presencia de patrones
heterozigóticos fijos soporta la hipótesis de que este protozoo es diploide, genéticamente
polimórfico y tiene una estructura clonal que manifiesta una falta de sexualidad (Miles,
1983; Tibayrenc y Miles, 1983; Tibayrenc y Desjeux, 1983; Miles es aL, 1984; Tibayrenc
eral., 1984, 1986; Tibayrenc, 1985; Tibayrenc y Ayala, 1987; Breni~re eral., 1991; De
Luca YOro eral., 1993). La recombinación genética podría tener implicaciones médicas
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y taxonómicas, como la transferencia de resistencia a fármacos, cambios en la patogenia
e incluso podría cambiar el concepto de especie en Uis/zmania (Walliker, 1989).
El interés de la posible existencia de un sistema de intercambio genético entre los
tripanosomas africanos se despertó en los inicios de la década de los años 80, como
resultado de los estudios del análisis enzimático de diferentes aislados que revelaron
diploidia y recombinación entre diferentes loci en este protozoo (Tait, 1980, Tait et
al.,1984; Tait es al., 1985; Tait e: al., 1989).
Los primeros experimentos de intercambio genético llevados a cabo en el laboratorio
con 2”. brucel fueron los de Jenni e: al, (1986) y Sternberg et a!. (1988, 1989) quienes
demuestran que estos parásitos pueden completar su ciclo bilógico con o sin intercambio
genético, a partir de los experimentos de transmisión cíclica mixta de diferentes clones de
T. bn¿cei a través de moscas tsé-tsé. Las características de los hibridos fueron analizadas
por Jenni es al. (1986), Paindavoine et al. (1986), Wells e: al. (1987) y Le Page es al.
Posteriormente, Gibson (1989, 1992) realiza el mismo experimento con clones de T.
r/¡odesiense y T. brucel (1988). La existencia de intercambio genético implicaría meiosis
y singamia, pero el orden de estos procesos está aún sin dilucidar (Jenni, 1990; Tait y
Turner, 1990; Turner es al., 19%). Recientemente, Schweizer es a!., (1994) han efectuado
un experimento de intercambio genético, con dos clones de T. brucei, similar a] descrito
por Gibson (1989, 1992). Los clones obtenidos a partir de los híbridos mostraron un
fenotipo característico de un híbrido. Asimismo, los estudios de cariotipo demostraron que
estos híbridos no eran el resultado de una simple fusión ya que todos los clones fueron
recombinantes para los cromosomas de tamaño intermedio.
Por otro lado, los estudios específicos de genética de poblaciones han demostrado la
existencia de un sistema de reproducción básicamente clonal en poblaciones africanas de
T. brucel (Truc y Tibayrenc, 1993), hipótesis que no es compartida con Cibulskis (1988,
1992).
En P. falciparum, haploide durante la mayor parte de su ciclo biológico, la formación
del zigoto y la meiosis tienen ¡ugar durante su desarrollo en el hospedador invertebrado.
La recombinación genética se ha comprobado igualmente por transmisiones mixtas de
clones a través del mosquito vector, lo que permite la fertilización cruzada de los gametos
(Walliker, 1989).
No es hasta 1981 cuando se menciona l.a existencia de estructuras heterozigóticas en
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el género Leishmania. Maazoun eral. (1981a) efectúan el análisis enzimático dc 49 cepas
de Leishrnania mediante 8 sistemas enzimáticos, lo que revela la existencia de estructuras
heterozigóticas entre ellas: 22. (22.) infansum y S. rarenrolae que son heterozigóticas para
la OPI y L IL.) ae¿’hiopica heterozigótica para (Pl, PGM y 6PG. La presencia de más
de un electromorfo es comparable a los patrones obtenidos con organismos con
reproducción sexual, lo que permite sospechar la existencia de estructuras diploides y
procesos de intercambio genético. Esta misma observación es confirmada por Le Blancq
e: al. (1983) en cepas deL. <1.) major con electromorfos para 6P01101118, 6P0110 o 6P0113,
y posteriormente en 22. CL) fropica (Le Blancq e: al., 1986a).
Evaus eral. (1987) aislan dos cepas de Leishmania en Arabia Saudí, una de un roedor
del desierto (Psammomys obesus) y la otra de un perro doméstico (Canis fa.mi!iaris)
posibles híbridos naturales entre L. (22.) major y L. (22.) arabica. Ambos aislados
presentaron patrones isoenziniáticos diferentes deL. (22.) majory 22. (L.) arabica, especies
que existen simpátricamente (Peters ej al., 1985, 1986) teniendo como vector a
Pidebotomus papasasí (Killick-Kendrick es al. ,1985), lo que explicaría las amplias
oportunidades de asociación de los dos parásitos y las posibilidades de intercambio genético
entre ellas. El análisis enzimático junto con el estudio del ADN cromosómico por OFAGE
y sondas de ADNkaltamente especificas, puso de manifiesto que estos organismos podrían
ser híbridos naturales de 22. <7,.) majar y 22. <722.) araZÁca. Los minicfrculos del ADNk del
híbrido contenían secuencias específicas para 22. (22.) major pero no para 22. (L) araticú.
La utilización de sondas de ADNg permitió observar que las bandas correspondientes al
ADN del híbrido estaban presentes siempre en el ADNg de 22. <722.) araticú y 22. (722.)
majar, lo que podría implicar diploidía y segregación alélica (Kelly es al., 1991).
Pag~s es al. (1989) estudian el cariotipo de 21 cepas y 14 clones de 22. (22.) infanrum
mediante PFGE. Encuentran un elevado grado de polimorfismo dentro de esta especie en
un área limitada, que no se puede relacionar con la variación isoenzimática. El
polimorfismo afecta no sólo al tamaño, si no también al número de bandas cromosómicas,
lo que podría sugerir tanto amplificación como delección en el ADN. Estos resultados
sugieren la hipótesis de un inusual intercambio genético en estos organismos.
La distribución de formas variables de los cromosomas 11 y V y el análisis de
frecuencias de asociación ente variantes en tamaño de ambos cromosomas, en 22 cepas
de L. (22.) infanrum relacionadas taxonómica y geográficamente, sugiere la existencia de
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intercambio genético (Blaineau e; al., 1992b). 2
Otros argumentos indirectos que apoyan la existencia de intercambio genético en
Leis/unania son los hallazgos, no demasiado frecuentes, de estados multinucleados en
división en Lurzomy¡as infectadas naturalmente con L. ti.) mexicana (Lainson y Shaw,
1986) y la descripción de un proceso de fusión celular “in vitro” entre L. (it.) infrnn¿m y
L, (it.) iropica <Lanotte y Ríoux, 1990). Recientemente Bafluls (1993) y Bañuis e: al.
(¡994), describen la existencia de “híbridos naturales” en aislados de Leishmania del sur
de Ecuador que podrían ser el resultado de una hibridación entre it. (7V.) panamensis y L
<7V.) traziliensis.
Sin embargo, todos los intentos de cruzamiento experimental en el vector han
fracasado. Gradoni e: al. (1986), llevan a cabo un estudio experimental de infección mixta
de Phleboíomus perniciosus con zimodemas simpátricos de it. (it.) infan¡um (MONI y
MON- 18), con el fin de estudiar la posible recombinación genética entre estos parásitos.
De los 55 clones obtenidos, 24 pertenecieron al MON-l y 31 al MON-18, y no observan
ningún hibrido ni recombinación entre ambos zimodemas.
Posteriormente, Evans e: al. (1989a) intentan en el laboratorio la producción de
híbridos a partir de cultivos mixtos de clones de it. (L) ¡najor y it. (it.) ambica en medio
de Tobie. La identificación de los productos de disección a partir de Phlebo¡omuspapcuas¡
alimentados tanto con amastigotes como promastigotes de ambas especies no mostraron la
producción de híbridos.
Panton e: al. (1991) comprueban que no tiene lugar un intercambio genético durante
la multiplicación en 1>. papai’asi infectados experimentaimente con dos clones de it. <it.)
major. Estos resultados coinciden con los de Shehata e: al. (1991) quienes realizan
infreciones experimentales de Phleboromus langeroni con los zimodemas MON-98 y
MON. 1 de L. (it.) infan¡um, así como con dos especies de Leishmania: it. <‘it.) ifansum
(MON-98) y it. (it.) mojor (MOSF25) no encontrando en ningún caso evidencia de
recombínación.
Los estudios sobre genérica de poblaciones sugieren que los fenómenos de
reconibinación, si existen, son raros en poblaciones naturales de Lctshrnania.
Tihayrenc e: al. (1990) y Tihayrenc y Ayala (1991) proponen una teoria general de
reproducción clonal para los protozoos parásitos. Esta hipótesis dc evolución ck>nal
constituiría la base dc las clasiticaciones numéricas. Según este modelo, las variantes
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genéticas individualizadas (zimodemas y esquizodemas) serían clones o familas de clones
estrechamente emparentados, estables en el espacio y en el tiempo. En este sentido se
considera que una especie es clonal cuando los descendientes son idénticos a los
progenitores. La teoría clonal no implica la ausencia de recombinaciones genéticas en
poblaciones naturales del parásito, sino que éstas no son lo suficientemente frecuentes para
romper los patrones de prevalencia de la estructura de la población clonal (Tibayrenc,
1992). Esta teoría es, pues, perfectamente compatible con la obtención de recombinantes
experimentales o con la observación de cienos híbridos en la naturaleza y está muy
relacionada con el concepto de clon desarrollado en bacteriología (Selancler eral,, 1980).
Pag~s e: al., (1992) por el contrario, apoyan la teoría de la existencia de poblaciones
múltiples que coexisten en un área geográfica restringida, “foco”, donde existen escasas
oportunidades para la anfiniixia (reproducción sexual entre descendientes de dos lineas
diferentes, es decir, individuos no relacionados entre sO y una tendencia intrínseca para
la automixia (reproducción sexual dentro de la misma línea de descendientes, es decir,
dentro de un clon o entre clones estrechamente relacionados) (Basilen e: al., 1992a).
1.4.- Métodos de caracterización del partsito
La necesidad de diferenciar y caracterizar poblaciones de parásitos para un mejor
diagnóstico, tratamiento y control y la influencia que la variación intraespecífica puede
tener en la epidemiología de la enfermedad parasitaria, ha dado lugar al desarrollo de
numerosos métodos tanto extrínsecos como intrínsecos para la diferenciación y
caracterización de los mismos (ver revisión de Thompson, 1988).
Entre los métodos intrínsecos, hay que destacar la caracterización enzimática, la técnica
más ampliamente utilizada en la caracterización de I.eishmania y que se ha aplicado a un
gran número dc protozoos parásitos (ver Tabla 1).
Otros métodos de caracterización de Leishmania son la comparación de los patrones
del ADNk digerido con enzimas de restricción o “esquizodemas”. hibridación con sondas
de ADN. anticuerpos monoclonales y PCR (reacción en cadena de la polimerasa) (ver
revisiónes de Gárate y Alvar, 1993 y Gradoni. 1993).
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Tabla 1 . - Caracterización de protozoos parúitos mediante isocazinias.
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1.4,1. - Caracterización mediante isoenzimas
El desarrollo de la electroforesis en geles de almidón (Smithies, 1955) y la aplicación
de los métodos de coloración histoquimica a la misma (Hunter y Marker, 1957) permitió
el descubrimiento de los ‘isoenzimas» (Marker y Moller, 1959), enzimas con la misma
función pero que presentan diferente movilidad cuando se someten a un campo eléctrico.
Las poblaciones de parásitos de una misma especie que poseen los mismos perfiles
enzimáticos se han denominado “zimodemas’ (Lumsden, 1977).
Los principios de la electroforesis y su metodología han sido objeto de numerosas
publicaciones, entre ellas se recomiendan las de Harris y Hopkinson (1976), Rider y
Taylor (1980), Bullini (1984) y Murphy eral. (1990).
Desde su descubrimiento, el análisis enzimático ha revolucionado el concepto de
variación intraespecifica en Parasitología, aplicándose a un gran número de parásitos para
estudios taxonómicos y epidemiológicos. En Leislimania esta técnica resulta indispensable
siendo por tanto una herramienta de gran utilidad taxonómica que ha contribuido en gran
medida a comprender mejor la epidemiología de la leishmaniosis cutánea y visceral
(Chance eral., 1977, 1985).
La caracterización enzimática se lleva a cabo en diferentes soportes como son el acetato
de celulosa (Kreutzer y Christensen, 1980; Kreutzer eral., 1983; Andrews a al., 1988),
poliacrilamida (Gardener e: al., 1974; Piarroux a al., 1994) y almidón, siendo este último
el más utilizado y el que ofrece mejores resultados (Miles er al., 1979; Maazoun er al.,
1981a,b). Estos métodos, referidos a Leishmania, han sido ampliamente revisados por
Momen (1984) y Evans et al. (1989b).
Así, se ha podido establecer una enorme diversidad genética en el seno de numerosos
complejos de Leishmania (Lanotte et al., 1981, 1986; Le Blancq eral., 1983, 1987; Le
Blancq y Peters, 1986b; Schnur eral., 1981; Schnur y Le B]ancq, 1986; Shurkhal et al.,
1986; Moreno et al., 1986a,b; Kreutzer e: al., 1987; AI-Hussayni eral., 1987; Rioux e:
al., 1990a).
En el Viejo Mundo la caracterización enzimática ha desempeflado un papel de gran
importancia, permitiendo la separación de it. (it.) major y L. (L) trqpica (AI-Taqi y
Evans, 1978; Rassam eral., 1979; Aljeboori y Evans, 1980a,b).
Le Blancq a al. (1983) estudian aislados de L. (it.) major de humanos, Psammomys
obesus, Merlones crassus y 1’. paparasi obtenidos en diferentes aeas de Israel. Estos
k
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autores encuentran tres variantes enzimáticas con el enzima 6P0 asociadas a diferentes
áreas geográficas. En un trabajo posterior, Le Blancq y Peters (1986a) estudian la
distribución de zimodemas deL, <7k.) majar de un total de 135 aislados, mediante trece
sistemas enzimáticos, encontando polimorfismo enzimático en cuatro de ellos.
Maazoun a al. (1986) establecen 10 zimodemas de L. (L) major gracias al análisis r
con 15 sistemas enzimnáticos. En Africa y en el norte y sur del Sahara se han descrito tres
zimodemas de L. (1,.) majar (MON-25, MON-26 y MON-1 17), distribuIdos en áreas
geográficas diferentes. MON-25 principalmente en las regiones presaharianas del Magreb
(Garin ej al., 1985), en paises como Argelia (Belazzoug, 1984, 1986a,b; Belanoug el al.,
1986; lzri a al., 1992), Túnez (Rioux eral., 1983) y Marruecos (Rioux eral., 1986c),
donde parece que P. papaiasi está implicado en la transmisión. MON-26 ocupa un área
más extensa, como la península Arábiga, próximo y medio Oriente, el Africa sahariana
(Maazoun e: al., 1986; Rioux eral., 1986c) y Senegal (Dedet eral., 1986). Este mismo
zimodema se ha descrito también en Mali (Izri er al., 1989). Rioux e: al. (1990b, 1992)
identifican L. (L.) majar MON-26 en Psammomys obesus en un estudio ecoepidemiológico
llevado a cabo en Siria. Un nuevo zimodema, MON-l 17, ha sido descrito recientemente
en Mauritania (Belazzoug el al., 1992).
Wahba eta!. (1990) aislan y caracterizan L. (E.) majar de P. paparas! en el norte de
Sinaí, Egipto. Mansour e: al. (1991) aislan y caracterizan esta especie de P. papatasí y
de personal militar en esta misma área.
Desde los trabajos iniciales de Lanotte el al. (1981), muchos otros han confirmado la
diversidad enzimática del complejo de L. <7~.) tropica. En 1986 se establecieron 17
zimodemas (Pratlong eral., 1986), si bien Le Blancq eral. (1986a) describen 18. En 1990
un trabajo complementario eleva el número de zimodemas a 28 (Rioux e: al., 1990a).
Gramiccia el al. (1984) realizan por primera vez la caracterización enzimática de cuatro
aislados cutáneos de Turquia que resultaron ser E. (L.) tropica.
El análisis eco-epidemiológico de un foco marroquí de leishmaniosis cutánea, debida
a L. (E.) tropica, ha dejado patente un elevado polimorfismo (7 zimodemas han sido
identificados de un total de 149 aislados del hombre, de perro y del vector Phleboromus
sergeníl), así como la dispersión occidental de esta especie y la participación del perro
como reservorio (Pratlong cí al., 1991; Guilvard el al., 1991).
La especie L. (L.) ací/ilopica ha sido estudiada mediante isoenzimas por Peters eral.,
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1977) y Chance et al., (1978). Le Blancq a al. (1986b) estudian los perfiles enzímáticos
de 28 aislados de E. (L.) aerhiopica, describiendo 13 zirnodemas dentro de esta especie.
L. (L.) arabica ha podido ser separada de E. (L.) major gracias a la diferencia en sus
perfiles enzimáticos (Peters e: al., 1985, 1986).
El análisis enzimático ha permitido la descripción de nuevas especies como E. CL)
killicki, en el curso de una epidemia de leishmaniosis cutánea en Túnez (Rioux a al.,
11986d) y L. (L.) turanica aislada de un roedor Rhombomys opimus en Rusia y Mongolia,
donde existe simpátricamente junto con L, (E.) major y E. (L.) gerbilí (Strelkova eral.,
1990).
La afinidad de la especie de E. (11.) chagasi causante de LV en América con E. CL)
infanrum ha sido estudiada mediante análisis enzimático. Moreno e: al. (1986b)
caracterizan 10 aislados de LV en América mediante 15 sistemas enzimáticos no
encontrando diferencias con L. (L.) infann¡m. Estos estudios son apoyados por Killick-
Kendrick eral. (1985) quienes sugieren que L. CL) infannun fue introducida en América
por los perros de los conquistadores. Por el contrario, Lainson et al, (1987) opinan que
ambas especies son diferentes.
Schnur e: al., (1981) estudian el complejo de E. donovaní mediante 4 sistemas
enzimáticos lo que no les permite establecer heterogeneidad dentro del mismo. Cuando
otros autores realizan el mismo estudio con un mayor número de sistemas enzimáticos
encuentran que ciertas cepaspresentan diferente movilidad para el enzima GOT (Aljeboori
y Evans, 1980a; Lanotte a al., 1981). Le Blancq y Peters (1986b) estudian el complejo
de L. donovan! sensu loso mediante 13 sistemas enzimáticos y establecen tres grupos en
función de los resultados del análisis enzimático: a) E. (E.) donovaní sensu s:ricro de India,
Kenya, Etiopía y Sudán, b) E. CL) infantum de Túnez, Italia y Portugal y c) cepas de
Arabia Saudí, norte de Etiopía e Iraq. Moreno ci al. (1986b) individualizan el complejo
deL. infanrum del complejo de E. donovaní s.l. mediante análisis enzimático. E. dono vani
estaría circruscrita a Asia y este de África yE. infantum se extendería por China, cuenca
Mediterránea y norte de África.
En el Nuevo Mundo la caracterización enzimática ha permitido estudiar el papel de los
reservorios, vectores y de las especies del parásito responsables de las leishmaniosis
cutáneas y mucocutáneas. Así se ha hecho en Brasil (Miles el al., 1979; Lainson eral.,
1979, 1981, 1982, 1983; Ariasetal., 1985; CubaCuba eral., 1984, 1985; Momencial.,
1
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1985; Braga el al., 1986; Vasconcelos ej al., 1988), Belize (Evans e: al., 1984; Lainson,
1984), Guatemala (Poner eí al., 1987>, Guayana Francesa (Dedet eral., 1985; Desjeux
y Dedet, 1989; Dedet, 1990), Ecuador (Mimori e: al., 1989; Armijos et al., 1990),
Colombia (Saravia eí al., 1985; Weigle e: al., 1986; Corredor eral., 1990), Panamá (de
Vasquez eta!., 1990), Perú (Ebert, 1987; Romero e: al., 1987; RevolIo ej al., 1992),
Bolivia (Urgel el al., 1986, 1989; Desjeux et al., 1986a,b, 1987; RevolIo e: al., 1992)
y Nicaragua (Missoni e: al., 1986).
Por citar algunos ejemplos más concretos, el análisis enzimático ha permitido
diferenciar entre L. <Y) braziliensis y L. (Y) penwiana (Arana e: al., 1990). Franke et
al. (1990> describen un caso de leishmaniosis cutánea diksa adquirida en Perú; el análisis
enzimático reveló que el agente causal era L, (E.) amazonensis.
Moreno e: al., (1986a) individualizan el complejo deL, gayanensis, separándolo del
complejo de E. braziliensis mediante trece sistemas enzimáticos.
Por otro lado, la caracterización enzimática ha puesto en evidencia por primera vez,
LC humana en Brasil debida a E. (Y) na<ffl (Lainson e: al., 1990), especie que hasta el
momento sólo habla sido aislada del armadillo (Dasypus novemeincius) (Lainson y Shaw,
1989), otro caso de LC debida a E. (V) lainsoni (Silveira e: al., 1987) y un último caso
debido a E. (11.) shawi (Lainson e: al., 1989), parásito de monos en la región del
Amazonas (Shaw el al., 1991).
En Colombia se ha identificado mediante isoenzimas a E. (Y) guyanensis, como
responsable de tres casos de leishmaniosis cutánea mucosa (Santrich el al., 1990). El
análisis enzimático ha permitido documentar el primer caso de LV debida a L. (E.)
amazonensis en Brasil (Banal e: al., 1986).
El estudio de los datos obtenidos a partir del análisis enzimático de aislados de
Eeishmania de Perú y Ecuador desde el punto de vista de genética de poblaciones y
tilogenia han permitido esclarecer algunos problemas sobre la epidemiología de la
leishmaniosis en Perú y en Ecuador (Guerrini, 1993).
Dedet e: al. (1994) describen un nuevo caso de leishmaniosis cutánea en Guayana
Francesa, el análisis enzimático puso en evidencia la presencia de E. (Y.) braziliensis.
El análisis enzimático junto con otros criterios bioquímicos y biológicos ha permitido
la descripción de nuevas especies de Leishmania como: E. (E.) venezuelensis en Venezuela
(Bonfante-Garrido, 1980), E. (Y.) colombiensis sp. en Colombia y Panamá (Kreutzer el
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al., 1991> y L. (V.g equarorensis sp. en Ecuador (Grimaldi e: al., 1992)
1.4.2. - Caracterización mediante sondas de ADN
1.4.2.1.- Sondas de ADNI<
Las características que reúne el ADNk, (de las que ya se habló en el apanado 1.2.5.),
ha permitido su amplia utilización en la identificación y diagnóstico de Leishmania. En
muchas especies de Leishmania, el 80% de la secuencia del ADNk está constituida por
cuatro o menos familias de minicfrculos. Esto significa que cada familia de minicfrculo está
representada por más de 1000 copias, con unos 600 pb disponibles para hibridar
(“secuencias diana”), lo que constituye una herramienta de gran utilidad para el
diagnóstico. El resto de la secuencia es variable (20% de divergencia) y tiene gran interés
en estudios tanto taxonómicos como filogenéticos.
El análisis de los patrones de ADNIC obtenidos por digestión con endonucleasas o
esquizodenias, término inicialmente empleado para el estudio de las poblaciones de
T¡ypanosoma cruzi (Morel y Simpson, 1980; Morel e: al., 1980; Morel e: al,, 1986),
aunque son de gran complejidad, ha sido utilizado en la caracterización de Leishmania
(Jackson eral., 1984; Lopes e: al., 1984; Pacheco e: al., 1986) y ha permitido establecer
variabilidad entre 29 cepas deL. (E.) infanmm (Angelici e: al., 1989).
Si bien algunos autores han trabajado con ADNk total, la utilización de fragmentos de
ADNk donados ha permitido desarrollar sondas de mayor sensibilidad y especificidad para
el diagnóstico (ver revisiones de Barker e: al., 1982; Wirth e: al., 1986; Barker et al.,
1986b; Barker, 1987, 1989a,b; Barker, Jr., 1990; Blackwell, 1992).
La utilización de sondas de ADNk total ha facilitado la discriminación de los complejos
de E. mexicana y L. bro.ziliensis, ya que los minicfrculos de ADNK no comparten ninguna
homología en su secuencia (Wirth y McMahon-Pratt, ¡982; Barker y Butcher, [983; Wirth
e: al,, 1986), y ha permitido reclasificar E. (V.) peruviana, como miembro del complejo
de E. braziliensis, a pesar de presentar un fenotipo clínico típico de E. (E.) mexicana
(Romero et al., 1987; López a al., 1988, 1989).
Jackson e: al. (1984) no encuentran homología entre el ADNk de L. (E.) donovani,
E. (E.) aerhiopica y E. (Y.) panamensis, pero sí entre E. (E.) donovaní, E. (E.) tropica y
L. (E.) inajor cuando utilizan una sonda de ADNk de E. (E.) donovaní. Estos mismos
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autores diferencian L. (L.) mexicana de E. <15 panamensis, especies que comparten la
misma área geográfica, mediante hibridación con sondas de ADNk. Así mismo, encuentran
escasa homología entre E. (E.) mexicana, L. (L.) major y E. (E.) donovani (Jackson e:
al., 1986).
La hibridación con sondas de ADNk y la caracterización mediante isoenzimas ha
permitido discriminar entre E. (L.) :ropica y E. (E.) major (Spithill y Grumont, 1984>.
La homología en la secuencia de ADNk ocurre entre diferentes especies del Viejo
Mundo. Así, el ADNI de Leishmania major hibrida con el ADNk de Leishmania ¡ropica,
Eeishmania aeMiopica y Leishmania donovani (Lawrie a al., 1985; Kennedy, 1984). La
secuencia de ADNk de L. <E.) ae:hiopica se encuentra más estrechamente relacionada con
E. (E.) tropica yE. (L) major quecon E. (E.) donovaní y L. (E.) infantum (Laskay et al.,
1991a).
Las secuencias de fragmentos de ADNk donadas de L. (E.) donovaní o E. CL)
¡nfanrum han demostrado especificidad al compararlas con ADNk de otras especies y se
han utilizado para el diagnóstico de especies del Viejo Mundo tanto productoras de
leishmaniasis cutáneas como viscerales (Lopes y Wirth, 1986; Alvar e: al., 1989b; Smith
e: al., 1989; Gramiccia eral., 1992a).
Las sondas de ADNk total y recombinante han sido utilizadas con éxito para identificar
parásitos de cultivo mediante hibridaciones en forma de mancha (“dot-blot”flLaskay eral.,
199 la; Gramiccia eí al., 1992b), en material de biopsias empleando hibridaciones por
contacto (‘touch preparatesj(Wirht y Mc Mahon-Pratt, 1982; Jackson e: al., 1984; Wirth
er al., 1986; López e: al., 1989; Ben-Ismail e: al., 1992), así como en mosquitos
infectados experimentalmente en hibridaciones por aplastamiento (“squash preparates”)
(Ready e: al., 1988; Rogers e: al., 1988; Laskay el al., 199W).
En la Tabla 2 se muestra una recopilación de las sondas de ADNk utilizadas en la
caracterización y diagnóstico de Leishmania así como la metodología seguida por cada uno
de los autores en cada caso.
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TABLA 2.- Sondas de ADNk de Leishmtrnia.
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TABLA 2.- Sondas de ADNk de Leishmania (continuación).
Especie Sonda Parlaitot/Muestrab Método’ Referencia
E. (VA auvanonais ADNk total - E Rogera ~tpj. (¡988>
E. (LA maior ADNIZ total . E Ready ¿tal. (¡988)
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E. <LA arabica
lO~-l0’ A,B Chapman ~J.jj. (¡989>
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E. (EA aethioniea AUNk recombinante ¡0006 ¡Ms parásitos E Laskay etal. (¡99Ib)
E, <LA infantun ADNIt recombinante
MON-24
Biopsias C Ben-lamail er al. (¡992)
L. <LA infantum ADNk recombinante
MON-24
í04-ío’ promastigotes E Gt’amiccia . (1992a)
E. (L.1 infanwm AUNK recombinante
MON-29
lO’ promastigotes E Alvar ~ <1989b)
a: número de parásitos para las hibridaciones en forma de mancha (“dot-blot)
b: preparación del AUN para la hibridación
c: método de preparar la muestra para la hibridación
* mínimo número de parísitos en dot-blot’
A: Transferencia mediante capilaridad según Southcni (Sonlhera, 1975)
II: Hibridación en Coima de mancha (“Dot-blot”) C: Hibridación por contacto (“Touch-blot”)
U: Hibridación “in sito” E: Hibridación por aplastamiento (“Squash-blot’)
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1.42,2.- Sondas deADNg
No existen muchos trabajos acerca de la aplicación de sondas de ADNg en la
caracterización de aislados de Eeishmania.
Los clones seleccionados a partir de librerías de ADNg y ADNc han sido utilizados
como sondas con fines diagnósticos y taxonómicos (Van Eys eral., 1989, 1991; Howard
e: al., 1991, 1992). Estos clones podrían ser parte de genes “housekeeping” y estar
presentes en todas las especies de Leishmania. Los exones de estos genes están bastante
conservados, mientras que los intrones presentan cieno grado de variación cualidad que
es utilizada para la caracterización y diagnóstico de Leishmanw.
Van Eys a al. (1989) obtienen un clon, denominado 7-059, a partir de una librería de
ADNc de E. (L.) infantum, ITMAP263, que permite diferenciar L. CL) tropica, L. (E.)
major, L. <E.) ae:hiopica y L. (E.) donovanil E. (E.) infanrum. La aplicación del análisis
enzimático y la hibridación con la sonda 7-059, ha permitido identificar L. (L.) infantum
como responsable de un caso de leishmaniosis mucocutánea en Espafia (Alvarel al., ¡990)
y E. (E.) major causante de leishmaniosis cutánea difusa (LCD) en Sudán (Abdel-Hameed
e: al., 1990)
La sonda de ADN recombinante capaz de discriminar entre L. (E) donovani y L. (L.)
infanwm, denominada pDK2O, se obtuvo a partir de una librería de ADNg de E. CL)
major (MHOM/SN/00/DKI) (Van Eys et al., 1991). Esta sonda ha identificado L.
donovaní s.l. y E. (L.) majar corno causantes de leishmaniosis mucocutánea en Sudan
(Ghalib a al., 1992).
Otro clon, pdKlO, obtenido a partir de la misma librería se ha utilizado como
herramienta para incluir el zimodema LON-58/MON-21 en una nueva especie, L. (Ej
turanica (Strelkova e: al. 1990). Así mismo, ha sido de gran valor en la descripción de un
híbrido entre L. (11.) majar y E. (L) arabica (Kelly eral. 1991). Más recientemente, este
clon ha permitido diferenciar complejos fenéticos cuando se ensayó frente a un panel de
58 cepas de Leishmania, procedentes de 14 países del Viejo Mundo y pertenecientes a 45
zimodenias (Guizani e: al., 1994)
Howard e: al. (1990, 1991) construyen una librería de ADNc de L. (L.) donovani
(MI-{OM/ET/67/HU3) en el bacteriófago XgtI 1 y seleccionan un clon, Lmet 2, especifico
para E. donovani s.l. constituido por cuatro copias de una secuencia repetida en tándem
de 60 ph, presente en al menos seis cromosomas. Esta sonda reconoce menos de 100
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promastigotes en hibridaciones en forma de mancha (“Dot/Slot-blot”), detecta
promastigotes de Lurzomyia longipalpis infectadas experimentalmente mediante
hibridaciones por aplastamiento (“Squash-blot9, así como amastigotes en biopsias de
cricetos infectados experimentalmente en hibridaciones por contacto (“Touch-blots’9. La
secuencia complementaria de Lmet 2 ha sido utilizada para construir unos iniciadores útiles
en la amplificación del ADN mediante PCR. La sensibilidad y eficacia de la sonda ha sido
confirmada recientemente en e] diagnóstico de seis casos de leishmaniosis visceral (Howard
e: al., 1992).
Wilson e: al. (1992) determinan la sensibilidad del clon Lmet2 marcado con
digoxigenina frente al complejo de L. donovaní. La sensibilidad fue más elevada que la
obtenida previamente por Howard e: al. (1991) con el mismo clon marcado con P~1 lo que
supone una gran ventaja y menor riesgo en el diagnóstico rutinario.
1.4.2.3. - Sondas ribosomales
La organización de los cistrones en los ribosomas muestra ciertas características que
hacen de estos un instrumento de gran utilidad para la búsqueda de secuencias específicas
y el desarrollo de un método sensible para la detección de Leishmania.
El ADNg contiene unas 160 copias del gen SSU ARYr ó 185 ARNr (subunidad
pequeña de ARNr) y el citoplasma más de 10~ moléculas de SSU ARNr (Leon e: al.,
1978). La presencia de dos bloques de secuencias, en la parte central del gen, específicas
para Kinetoplastida, ofrece la oportunidad de diseñar sondas de alta sensibilidad y buena
especificidad. Las homologías en estos dos bloques de secuencias son del 54% entre
Leis/unania y tripanosomas, y del 89% entre Leislzmania y Criflddiafasciculata (Van Eys
et al., 1992). La secuencia de este gen es una de las más estudiadas, tanto es así, que se
conoce en más de 100 especies (Dams e: al., 1988). En L. (E.) donovaní, cepa Sudán 1,
la SSU ARNr tiene un tamaño de 2.204 pb (Looker e: al., 1988) y se encuentra más
estrechamente relacionada con C. fasciculata (97 96, 2206 Pb> (Schnare a aL, 1986) que
con T. brucel (84%, 2251 pb) (Sogin e: al., 1986) y T. cruz) (2319 Pb) (Hernández et al.,
1988, 1990). La organización atipica de la secuencia del ARNr en T. cruz) (Hernández e:
al., 1988) refuerza la idea de que los tripanosomas representan un grupo de organismos
eucariotas con una linea de evolución independiente (Sogin e: al., 1986; Tait, 1990), El
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anállisis de las secuencias de SSU ARNr y LSU ARNr (subunidad grande de ARNr> ha
permitido estudiar la evolución de los protozoos del orden Kinetoplastida. Los géneros
Eeishmania, Endouypanwn, Lepiomonas, y Crithidia constituirían un grupo más
estrechamente relacionado, más distante de Phy:omonas y Blas:ocrfthidia, T. cruz! y por
último de T. brucel (Fernandes e: al., 1993).
Se han utilizado sondas de alta sensibilidad, basadas en secuencias de SSU ARNr, para
detectar Leishmania mediante “dot-blot” y PCR (menos de 10 parásitos pueden ser
detectados) (Uliana e: al., 1991; Van Eys e: al., 1990, 1992). Ello ha permitido establecer
la proximidad filogenética de S. :aren:olae, exclusiva de reptiles, con L. (E.) donovani y
por otro lado su lejanía con los tripanosomas (Briones e: al., 1992). El análisis de
restricción de los genes SSU ARNr y LSU ARNr seguido de la hibridación con sondas
complementarias de la secuencia 185 de ARNr, ha permitido diferenciar distintas especies
de tripanosomatidos parásitos de insectos (Camargo e: aL, 1992>.
El-Hassan e: al. (1993) describen un método simple de detección e identificación de
diferentes especies de Leishmania, a partir del material de biopsia aplicado sobre
nitrocelulosa, mediante PCR con los iniciadores 5’-GGTTCCTTrCCTGATrrACG-3’ y
5’-GGCCGGTAAACGCCGAATAG-3’ del gen SSU ARNr.
Las regiones intergénicas (espaciadoras) de los genes ribosomales (NTS), contienen
secuencias especie-especificas que pueden ser utilizadas para identificar diferentes especies
de Leishmania. Ramírez y Guevara (1987) utilizan una secuencia NTS de E. (Y)
braziliensis Y, para diferenciar especies de Leishnzania en relación con los patrones de
RFLP, logrando diferenciar tres grupos: un pnmer grupo con un patrón similar aL. (Y.)
braziliensis Y y E. (E) garnhami J-APTS, otro grupo similar a E. (L.) mexicana M-379
y un último grupo similar a L. <Y) braziliensis M-2903. Estos resultados apoyarían la
existencia de E. (E.) gamñami corno una especie independiente de Leishmania.
Guevara e: al. (1992) no logran discriminar especies de Leishman¡a dentro del
complejo de E. braziliensis, lo que concuerda con los resultados obtenidos previamente por
Romero e: al. (1987) y Reiner e: al. (1989> que no logran diferenciar, ni por RFLP ni
mediante isoenzimas, E. (1’.)peruviana y L. (Y) braziliensis de Perú y Bolivia. Van Eys
e: al. (1991> no encuentran diferencias en los RFLP de las especies de Eeishmania dentro
del complejo de E. braziliensis.
E. (E,) mexicana y E, (E.) amazonensis fueron reconocidas por una sonda NTS deL.
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(E.) garnhanzi (Guevara a al., 1992), resultados que concuerdan con los obtenidos
mediante análisis enzimático y que sugiere una relación filogenética entre estas especies
(Moreno a aL, 1986a).
El mini-exón es una secuencia de 25 a 39 nucleótidos añadida post-transcripcionalmente
(Agabian, 1990>, al extremo 5’ de los ARNs mensajeros (meO ARN) de todos los
tripanosotomatidos (Campbell a al., 1984). El proceso de ligación post-transcripcional
(trans-splicing”) ha sido revisado ampliamente por Laird (1989>. Los genes nucleares que
portan el ndni-exón están organizados en tándem de 200-250 pb separados por espacios o
regiones intergénicas y contienen secuencias altamente conservadas (Miller e: al., 1986;
Wilson e:al., 1991; Hassan et al., 1992), aunque parece que existe poca homología dentro
de las regiones intergénicas.
Estos genes han sido utilizados para diferenciar especies de Trypanosoma como T. cruz)
y 7’. rangell mediante hibridaciones en forma de mancha (“dot-blot”) (Murthy e: al., ¡992)
y especies de Leishmania (Fernandes e: al., 1992). La amplificación de las regiones
intergénicas del med ARN de L. (L.) donovaní mediante PCR ha permitido el desarrollo
de sondas e iniciadores específicos de especie. De esta manera, se ha podido detectar L.
(E.) donovaní en tejidos y sangre de sujetos con leishmaniasis cutánea post Kala-azar
(Hassan eral., 1993) y diferenciar Endonypanum schaudinni de Leisfimania del Nuevo
Mundo (Fernandes e: al., 1993).
1.4.3.- Caracrerizaciónporampft/lcaciÓn deADN mediante iniciadores arbftrartos (RA PD)
Las técnicas basadas en la amplificación de secuencias en el ADN genómico mediante
iniciadores de secuencia variable en tamaño y elegidos al azar como: AP-PCR (20 ph>
(arbitrarily primed PCR> (Welsh y McC]elland, 1990>, RAPD (10 a 12 pb) (random
amplified polymorphic DNA> (Williams et al., 1990, 1991) y DAF (6 ph) (DNA-amplified
tingerprinting)(Caetano-Anolles e: al., 1991), han demostrado ser de gran utilidad en la
caracterización de bacterias, hongos, parásitos y dípteros (ver Tabla 3).
Todos estos métodos basados en la técnica de PCR (Saiki e: al., 1988; Mullis a al.,
1986; Mullis y Faloona, 1987) utilizan un sólo nucleótido con una secuencia arbitraria a
diferencia de la técnica de PCR que utiliza iniciadores específicos. Los fragmentos
amplificados pueden ser utilizados como sondas en el diagnóstico y, posteriormente,
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donados y caracterizados simplificando así la búsqueda de fragmentos de ADN específicos
de especie (MacPherson y Gajadhar, 1992>. Algunos autores, sin embargo, piensan que
es improbable que las sondas generadas mediante RAPD tengan buena sensibilidad
(Wilson, 1992).
Concretamente, la técnica de RAPD se basa en la amplificación de ADN con
iniciadores de 10 mers cuya secuencia es seleccionada arbritariamente, permitiendo la
discriminación de variantes intraespecfficas, así como el polimorfismo generado por
diferentes mutaciones. Los fragmentos amplificados no pueden ser interpretados desde el
punto de vista alélico ya que no es posible distinguir si un segmento de ADN es
amplificado a partir de un ‘locus~ heterozigótico u homozigótico. Es decir un iniciador
dado amplificará un “locus” o un grupo de “loci” dados.
Meunier y Grimont (1993) han estudiado, recientemente, los factores que afectan en
la reproducibilidad de la técnica RAPD.
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TABLA 3.- Aplicación del método de amplificación de ADN mediante iniciadores
















































































Siles el al, (1993)
Bowles y MoManus (1993)
Olas-Neto ev al.. (1993); Barral ev al. (1993)
Bandi ev al. (1993>; Dupouy-Camet el a], <1994a,b);
Chacón el al.(1994); Tighe eta!. (1994)
Comes ev al. (1994)
l4oman eral, (1992); Margan eral. (1993)
Waitunibi y Murphy <1993);
Steindel el al. (1993)
Tibayrenc eral. (1993); Majiwa el al. (1993);
Revolio el al. (1994); Bastrenta el al. (1994)
Tibayrenc el al. (1993)
Tibayrenc el al. (1993); BañuIs (1993), Bañuls el al.
(1994); I3aixench (1994)
Pracunier ev al. (1993); Licois era). <1994)
Cusan el al. <1994)
Kambhampati ev aL (1992)
Raich el al. (1993)
Adamsan ez al, (1993)
Bingen ev al. (1993h)
Alas ev al. (1993)
SauSier el al. (1993)
Fang el al. (1993)
Ralph eta!. (1993)
Gómez-bis el al. <1993)
Hennessy ex al. (1993)
Bingen eral. (1993a)
Palittaponcampin ev al. <1993)
Akopyanz el al. (1992a, 19921,)
Myers el al. (1993)
Czajka el al. (¡993); Mazurier el al. (1992)
Mazurier y Wernars (1992); MacGowan el al, (1993)
Cancilla e: al. (1992)
Welsh el al, (1992)
Iayarao ev al. (1992)
Lehmann el al. (1992)
Aut’aubre-Hrown el al. <1992); L.oudon et al. (¡993)
Woods el a!. (1993)
Goodwin y Annis (1991)
* De acuerdo a la clasificación de Meunier y Gñmont (1993).
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1.5. Leishmaniosis en la Cuenca Mediterránea
En la Cuenca Mediterránea, Ji. (E.) infanmm es responsable de las leishmaniosis tanto
cutáneas como viscerales, con una distribución típicamente rural y periurbana. El perro
(Canisfamnillaris) es el principal reservorio de la leishmaniosis visceral, pero también se
ha podido aislar E. (L) infarnum de la rata (Ramis ranas) y el zorro (Vulpes vulpes>.
Los casos de leishmaniosis muco-cutánea son raros en la Cuenca Mediterránea. Los
primeros casos de localización labial o nasal se describieron en Italia y posteriormente en
Francia (Lanotte e: al., 1980) y España (Alvar et al., 1990). También se han descrito
algunos casos de leishmaniosis laringea en Italia, Francia y Marruecos (Ranque et al.,
1962; Meyruey a aL, 1974; Lanotte e: al., 1980; Ravisse eral., 1984). En un caso en
que Leishpnania se aisló de la mucosa nasal se realizó la caracterización enzimática, sin
embargo los autores no mencionan el zimodenia, sólo concluyen que la especie Fue L. (E.)
infaruum (Maazoun e: al., 198 ib). En el caso descrito en España de leishmaniosis
mucocutánea, el aislado fue caracterizado como MON-l. Recientemente, Borzoni eJ al.
(1991) en Cerdeña, Italia, han caracterizado un aislado de Leishmania, de una lesión
lingual, como E. (Ji.) infannun zimodema MON-27 (víscerotropo).
En la Cuenca Mediterránea se han descrito más de 20 zimodemas de L. (L.) infanrum,
de ellos algunos se aislan de casos de LV mientras que otros son los responsables de LC.
El zimodema víscerotropo más ampliamente distribuido en los paises del aea Mediterránea
es el zimodema 1 (MONi), que se ha podido aislar de humanos, perros y flebotomos, si
bien también se han aislado otros zimodemas viscerales. En las Tablas 4, 5 y 6 se hace una
recopilación de los zimodemas que se han encontrado en aislados de Leishmania tanto de
LVH como de LCH, así como de diferentes reservorios y especies de flebotornos, en
países de la Cuenca Mediterránea.
Existen datos en la literatura acerca de la presencia de dos zimodemas diferentes en el
mismo hospedador. Rioux e: al. (1986b) describen la presencia de dos zimodemas de Ji.
(E.) infanwm MON-l y MON-29 en el curso de dos episodios de LCR con tres años de
intervalo. La presencia conjunta de dos zimodemas diferentes de Ji. (E.) infanhum, MON-l
y MON-77, ha sido descrita por Pratlong e: al. (1989a), en un perro con leishmaniosis
cutánea difusa. Los dos zimodemas estuvieron presentes simultanéamente en la piel y en
los nódulos linfáticos.
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TABLA 4.- Caracterización enzimática de aislados de L. (E.) infarnum humanos




















































Belazzoug (1984, 1986a,b); Lanotte ev al. (1981)
Rioux ev al. (19861,)
Le E¡ancq y Peters <198Gb): Gramiccia el <rl, (1992c)
Partúse¡al. (1986, 1989); Alvaryortiz(1987»Mvar
(1988); GAllego el al. (1993a)
Scbnur (1986)
Sclmur ev al. <1981>
Scbnur ev al. <1981)
Lanche eral. (198!); Ben lsniail el al. (1986)
Abranches ev al. (1986); Le Blancq y Petera (198Gb)
Le Blancq y Peters (198db)
Gramiccia ev aL (1986)
Portús eral. (1986. 1989)
Gramiccia el al. <1992c)
GAllego el al. (1993a)
Portús eral. (1989)
Youssef ev al. (1989)
Lanotce el al. (1981); Rioux el al. (1980, 1985,
19865); Moreno e: al. (¡98Gb)
Gramiccia el al. (1986)
Frank el al. (1993>
Gradoni ci al. (1991)
PorWs e: al. <¡986, ¡989); Alvar ev al. (¡990)
Lanolte el aL<1981); Rioux el al. (¡9865);
Moreno ev al. (1986)
Belazzoug el al.(1985); Belazzoug (1986a,b)
Gramiccia eral. (¡986, 1987, 19921,)
Pratlong ev a!. (¡989); Ben Ismail ev al. <¡992)
Abranches ev al. <1994)
Portús el al. (1982, ¡986)
Ríoux el al. (198Gb); Moreno ev al. (198Gb)
FonOs ev al. (1989)
Rioux el al. (¡9865); Moreno ex al. <¡9865)
Rioux el al. (198Gb); Moreno eta!. (19865)
Jollife ci al. (¡986); Gradoni el al, (1991)
Gramiccia ev al. ([9925)
* nomenclatura del Laboratoire dEcologie M&Iicaíe et Patbologie Parasitaire, Monípellier (Francia).
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TABLA 5.- Caracterización de aislados
reservorios
deL (Ji.) infantum de diferentes




















Maazoun ev aL (1981a,
198 Ib); Lanotte e: aL
(1981); Pmtlong era!. (1989a)
Tzamouranis ex al. (1984);
Le B]ancq y Petera (1986b)
Gramiccia ev al. <1982
(1984, ]986,1992b,c); Lmiotte
ex al. <¡981); Le Blancq y
Petera (l986b)
Gramiccia ev al. (1992e)
Gradoni ev al. <1991)
Gradoni ev aL (1991)
Lanotte et al.(1981»
Abranches ev vil. (1984,
1986, 1992); Le Blancq
y Petera <1986b)
Lanotte eta!. (1981);
GAllego y Portús <1984);
Ponús ev al. (1984, 1986,
1994); Alvary Ortiz (1987);
Aívar<1988); Pratlong e: al.
(1989a); GAllego ex al.
(]993a)
GAllego ev al, (1993a);
Pratlong a al. (1989a)
Martin el vii. (1994)
Maazoun el al . (¡981);
Ben Ismail ev aL (1986)
Dereure ev al. (1986)
Shetata ex al. (1990)
Rioux (1968, 1971)
Abranches ev al. (1983,
1984); Le i3lancq y Petera
(19861,)
Bettini e, al. (1980)
Gramiccia ev aL (1982)
Bettini ev al. < ¡978); Le Blancq
y Petera (1986b); Gramiccia
ev al. (1982)






















* floiflenclatura del Laboratoire dEcologie Médicale cÉ Pathologie
Parasitaire, Montpellier <1 rancia)
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TABLA 6.- Caracterización de aislados de L. (L.) infanrum de diferentes
especies de flebotomos.
VECTOR ZIMODEMA* ORIGEN REFERENCIA
Ph?ebotomus penhiciosus MON-1 ITALIA Bettini ev al. (1986)
MON-i ARGELIA Ini ex al. (1990)
MON-l GOZO Gradoni ev aL (1991)
MON-78 GOZO Gradoni ex al. (1991)
MON-29 ESPAÑA Rioux ev al. <1986a)
GAllego er al. (1993a)
MON-1 GAllego ev al. (1993a)
MON-77 GAllego ev al. (1993a)
MON-tOS Martin e: a). <1992)
Phlebo:omus perflhiewi MON-l ITALIA Marolí eral. (1987)
MON-24 ARGELIA lzri y Belazzoug (1993)
Phlebotomus arlas) MON-I FRANCIA Rioux ev a!. <1984)
MON-l PORTUGAL Pires e: aL (1991);
MON-24 Abranches el aL (1992)
MON-I ESPAÑA Rioux e: a!. (1986a)
Gallego eta). (1993a);
MON-29 Gállego eta). (1993a)
Phleboxomus negleaus MON-! GRECIA Léger ev al, (1988)
* nomenclatura del Laboratoire d’Ecologie Médicale et Pathologie Parasitaire, Monípellier (Francia).
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LS. 1, Eeishmaniosis en España
Pittaluga (1912) describe el primer caso de kala-azar en España, en la provincia de
Tarragona. Un alio más tarde se decribe el primer caso de leishmaniosis canina (Pittaluga,
1913). Botety Portús (1993) hanrealizado una revisión histórico-bibliográfica (1912-1985)
de la leishmaniosis en la España peninsular.
En España, la leishmaniosis es una enfermedad de declaración obligatoria desde 1982,
si bien, en los casos de leishmaniosis cutánea y visceral en menor proporción existe una
subdeclaración importante. El perro es el principal reservona de Ji. (E.) infantwn en
España, calculándose que entre el 3% y 5% son seropositivos (Ministerio de Sanidad,
Programa Nacional de Control de Leishmaniosis, datos no publicados).
En España se han realizado pocos trabajos de caracterización mediante isoenzimas de
aislados de Eeishnwnia. El primer trabajo en este sentido que apuntó que la LC está
producida en nuestro país por L. (L) infantum y no por L. <1.) tropica o L. (E.) major
fue el de Rioux eJ al. (1980), quienes aislan y caracterizan las leishmanias de dos casos
de LC en la región de los Pirineos Orientales Franceses. Dos años más tarde estos mismos
autores, aislan una cepa de una LC en un sujeto procedente de Motril (Granada),
demostrando tras su estudio enzimático, que se trataba de Ji. (E.) infann¡m (Rioux et al.,
1982).
Portús eta!. (1982) caracterizan un aislado obtenido de una lesión cutánea facial en una
enferma de Barcelona, que presentó un patrón enzimático idéntico aL. (Ej donovan! s.l.
salvo en un enzima. Posteriormente, estos mismos autores estudian mediante 13 sistemas
enzimáticos, 9 aislados de Jieishmania de Cataluña, 5 humanos y 4 caninos, e identifican
tres zimodemas pertenecientes al complejo de E. infan¡um: MON-1, MON-28 y MON-29,
este dítimo asociado a una leishmaniosis cutánea, implicando por tanto, una vez más, a esta
especie como el agente responsable del Botón de Oriente en la zona Mediterránea (Portds
eral., 1986).
Los trabajos de caracterización de 30 aislados de Jieishmania (7 humanos y 23 caninos)
realizados por Alvar y Ortiz (1987) y Alvar (1988) apoyan que la dnica especie de
Ecishmnania presente en España es E. (E.) infantum. La caracterización enzimática de un
aislado de Eeishmania de un su¡eto con afectación nasal de Palma de Mallorca como
zimodema 1 (MAO-]), confirma una vez más la presencia de Ji. <1.) infannun en nuestro
país incluso en lesiones atípicas (Alvar et al., 1990).
h.
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Portiis eta!. (1989) analízan 16 aislados de Leishmania, 5 de LC y el resto de LV (dos
de ellos VIH+) del tea Mediterránea Occidental y encuentran 5 zimodemas diferentes:
MON-1, MON-28, MON-29, MON-33 y MON-80.
1.6.- Leishmaniosis e infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIII)
El primer caso de leishmaniosis asociado con el síndrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) fue descrito en nuestro país en 1985 en un joven hemofílico (de la Loma
e: aL, 1985). A partir de entonces, el número de casos descritos de leishmaniosis visceral
(LV) asociados a infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se ha visto
incrementado, principalmente en algunos paises de la Cuenca Mediterránea como España,
Italia, Francia y Portugal (Tabla 7).
Tabla 7.- Algunos trabajos publicados sobre casos de coinfección leishmania/VIH
en la Cuenca Mediterránea.
País Referencia
ESPAÑA De la Lema ev al. (1985); Medrano er al. (1986, 1992); Blázquez er al.
(1987); Alvar ev al. (1987. 1989a, 1992); Fernández-Guerrero eral. 1987);
Verdejo ev al. (1981. 1988); Yebra e: al.<1988); Berenguer ev <¡1(1989);
Rivero e: al. (1989); Ribelles e: al. <1989); Roig ev aL(1989); Condom e:
al.(1989); Grau etal.,1989); Ga[ofréer al. (1990); Montalbán er al. (1989,
1990a, 1990b); Altés, e: ai.(1991); Molina eral. (1992, 1994>; Martínez ev
al. (1993>.
FRANCIA Clauvel e: al. (1986); Bernard eral. (1988); Jeannel ev al. <1989>; Marty ev
al.(1989., ¡991); Dellamonica e: al. (1989); Pialoux eral. (1990); Datry ev
al. (1990); Pesceev al. (1990); Lortholary erai.(1990); Prallonge: al. 1993).
ITALIA Senaldá el al. <1986); Rizzi eral, (1988); Vigevani ev al. <1989);
Gradoni eral. (1990); Gramiccia eral. (1992h).
PORTUGAL Anrunes eral. (1987); Abranches (¡993).
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Aproximadamente el 50% de las leishmaniosis viscerales en el adulto están asociadas
con VIN y el 1-3% de los sujetos con SIDA en el Suroeste de Europa adquieren
leishmaniosis visceral (Anónimo, 1991).
En España, existen unos 200 casos de esta asociación, de los cuales un 85 % tiene
lugar en el grupo de riesgo de adictos a drogas por vía intravenosa. De 111 aspirados de
médula ósea en sujetos VIH+ el 17% presentaron amastigotes (Alvar eJ aL, 1992).
Aspectos epidemiológicos de esta asociación en España, así como la clfnica y diagnóstico
han sido recientemente revisados por Alvar (1994).
En el Sureste de Europa Ji. (L.) infannan es responsable de las leishmaniosis tanto
cutáneas como viscerales. En España se han descrito ziniodemas cutáneos y viscerales.
Entre los primeros se encuentran los zimodemas ZM-1 (MON-l), ZM-29 (MON-29) y
ZM-33 (MON-33) y entre los viscerales los zimodemas ZM-1 (MON-!), ZM-28 (MON-
28) y ZM-80 (MON-BO). En este tipo de sujetos, es común, no sólo encontrar el
zirnodema 1 (el más ampliamente distribuido), sino también zimodemas cutáneos en
vísceras debido a la anergia en la que se encuentran estos enfermos (Portds e: al., 1989;
Mart>, e: aL, 1991; Grainiccia e: aL, 1992b; Abranches eral, 1993). En estos casos, el
tropismo parece estarcondicionado por la respuesta inmunológica que se establece en cada
caso y no por el arquetipo bioquímico al que pertenece el aislado en cuestión (Alvar, 1994;
Gradoni y Gramiccia, 1994).
En Francia, de un total de 19 aislados Leishmania de sujetos VIH ±, 16 resultaron ser
zimodema 1 (MON-l> (Mart>, eta!., 1989, 1994), 1 un zimodema dermotropo (MON-24)
(Marty et al., 1991) y 2 un zimodema 183, si bien el origen de estos últimos era Español
(Pratlong et al., 1993).
En Italia, Gradoni y Gramiccia (1990) describen un caso de LV asociado a VII-I+
debido al zimodema dermotropo más comúnmente encontrado en Italia, zimodema 24
(MON-24). De un total de 8 aislados de Eeishmania caracterizados, 2 resultaron ser MON-
24, otro de Jos aislados se correspondió con un MON-78, zimodema dermotropo, agente
productor de la LC en Malta pero no en Italia, 4 aislados fueron MONI y el último
aislado resultó ser un nuevo zimodema MON-136, con características similares a los
zimodemas dermotropos MON-78 y MON-l 11 (Gramiccia er al., 1992b).
En Portugal, Abranches a al. (1993) y Campino e: al. (1994) describen MON-24 en
un caso de coinfección.
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En la Tabla 8 se resumen los zimodemas cutáneos y viscerales que se han encontrado
en la asociación Jielslunonia y VIH±,en diferentes paises de la Cuenca Mediterránea.
Tabla 8.- Zimodemas de Ji. (Ji.) infai’uum descritos en sujetos VIH+.
Zimodemas* País Referencia
Yl~~AALB~
MON-! España Alvar ev al. (1987); Portts el a!. (1989); Sena ev al. (1994);
Pratlong el al. <1994); Riera eral. (1994)
Francia Bernard el tal. (1988); Marty ev a!. (1989, 1994); Pratlong el al,
(1994)
L.amaury el al. (1993); Rosenthal ex a!. (¡993)
Italia Gramiccia el al. (1992b); Pratlong ev al. (1994)
Argelia Pratlong el al. (1994)
Grecia Pratlong el al. (1994)
Portugal Pratlong ex al. (1994)
MON-28 España Riera ev al. (1994); Prattong el al. <1994)
MON-34 España Riera ev al. (1994)
MON-77 España Riera ev al. (1994); Pratlong ev a!. (1994)
MON-136 Italia Gramiccia el al. (1992b); Prationg e: al. (1994)
MON-¡83 Francia Pratlong el al. (1993, 1994>; Lamaury el al. (1993); Riera el al.
(1994)
CUTANEOS
MON-24 Italia Gradoni eta!. (1990); Gramiccia ex al. (l992l~)
Francia Marty ev al. (1991); Rosenthal ev al. (1993)
Portugal Abranches el vii. (¡993); Campino el al. (1994)
España Riera ev al, (1994); Sena ev al. (1994); Pratlong el al. (1994)
Argelia Pratlong el al. (1994)
MON-29 Francia Lamnaury ev al. (¡993)
España Riera e: al. (¿994)
MON-33 España Porti~s el al. (¡989); Condom el al. (1989); Pratlong ex al. (1994)
Francia Lamaury ex al. (1993)
MON-78 Italia Gramiccia el al. <1992b)
Argelia Pratlong el al. (1994)
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En este trabajo nos planteamos, como objetivo principal, estudiar Ja variabilidad de
E. (L) infanwm y las implicaciones de la misma en la epidemiología de la leishmaniosis
en España. Dada la importacia que la asociación LeishmanialVlH tiene en nuestro país,
y con el fin de determinar silos parásitos aislados en esta asociación comparten las mismas
características biológicas que aquellos responsables de las leishmaniosis habituales, nos
propusimos los siguientes objetivos:
1 . - Establecer los zimodemas de E. (E.) infanwm presentes en la asociación
Leishmania/VIH, en sujetos inmunocompetentes y en leishmaniosis canina, e
intentar definir posibles marcadores microbiológicos asociados a las diferentes
manifestaciones clftiicas de la enfermedad.
2.- Comparación del valor de diferentes técnicas de caracterización: análisis
enzimático, sondas de ADN y amplificación de ADN mediante iniciadores
arbritarios (RAPD) en el estudio de la variabilidad de Ji. (Ji.) infantum y búsqueda
de marcadores microbiológicos. ¡
3.- Estudio de la variabilidad entre aislados de E. (E.) infantum de sujetos VIH±
en términos de teoría clonal y genética de poblaciones.
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3.- MATERIAL Y MÉTODOS
3.1.- Material biológico
3. 1. 1.- Carac:erls:icas de las cepas de referencia y aislados estudiados
Aislados caninos españoles: Se han estudiado, un total de 31 aislados caninos de
Eeishmania procedentes de diferentes áreas geográficas, incluidos en dos grupos:
A) LV (28)
13) LC (3) (dos de ellos con LV)
En la Tabla 9 se recoge el nombre, código y origen de los aislados caninos.
Aislados humanos e&pafioles: Se han estudiado un total de 53 aislados humanos de
Eeishmania procedentes de diferentes áreas geográficas, incluidos en 5 grupos:
A) Leishmaniosis visceral (LV) asociada a VIH+ (42)
13) Leishmaniosis cutánea (LC) asociada a VIH+ (3)
C) LV asociada a otros tipos de inmunosupresión (1)
O) LV (4)
E) LC (3).
En las Tablas 10 y II se recoge el nombre, código y origen de los aislados de
Leishmania de cada uno de los grupos.
Aislado humano de Angola: Denominado PAULO (MHOM/AO¡91/LLM-85),
corresponde al primer caso tipificado de LV de este país.
Cepas de rgferencia de E. (Ji.) infan:um correspondientes a zimodemas presentes en
E.wafla: LEM-75 (MON-l), BCN-65 (MON-28), LEM- 307 (MON-29), LEM-356
(MON-33), BCN-32 (MON-33), LEM-425 (MON-SO).
Cenas marcadores de especie del Vicio Mundo: L. (E.) majar (LRC-137, 5-ASKH),
E. (Ji.) tropica (K-27, LRC-32), L. (Ji.) acihiopica <LRC-147), Ji. (L.) donovani
(DOS, LRC-133), E. (It) infantum (IPT-1).
Cepas marcadores de especie del Nuevo Mundo: L. (Y) braziliensis (M- 2903), E. (V)
guyanensis (M-l 176), L. (E.) mexicana (M-379), E. (E.) amazonensis (PFI-8), L. (L.)
chagas! (PP-7 5).
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II
Otros trinanosomátidos: Crí¡hidia fasciculata, Endotrypanum schaudjnni,
llerpetomonas muscarum, Leptoinonas c:enocephali y Sauroleishznania taren:olae.
En la Tabla 12 se recoge el código, hospedador, tipo de lesión y origen de todas las
cepas de referencia y otros tripanosomátidos.
3.1.2. - Alsíamienro
Los parásitos se aislaron en medio bifásico NNN, en el caso de LV humanas, a partir
de aspirados de médula ósea, monocitos de sangre periférica (Gutiérrez-Solar, 1992),
sangre periférica total, punción esplénica y xenodiagnóstico indirecto (Molina eta!., 1992;
Molina e: aL, 1994a), y en el caso de LC de biopsias de piel. Los aislados caninos se
obtuvieron a partir de punción de ganglio poplíteo, aspirados de médula ósea, monocitos
de sangre periférica (Gutiérrez-Solar, 1992) y xenodiagnóstico directo (Molina et a!.,
1994b) en el caso de LV y de biopsia de piel cuando se trataron de LC. Los cultivos se
mantuvieron a 280 C y se examinaron semanalmente, durante 4 semanas, con el fin de
confirmar la presencia o ausencia de promastigotes en los mismos.
Medio NNN (Novv-McNeal-NicolleJ
Preparación del agar:
- Bacto-agar (Difco) ¡4 g
- NaCí (Merck) 6 g
- Agua destilada c.s.p 900 ml
Llevar a ebullición y esterilizar en autoclave a 1200C y 1 atmósfera durante 20
minutos. Almacenar a 40C hasta su utilización.
Ji
Preparación de los tubos:
Fundir el agar y dejar descender su temperatura hasta 500C. A continuación añadir a
cada tubo y en el siguiente orden:
- Solución de antibióticos lOO ¿¿1
- Sangre de conejo desfibrinada 1 ml
- Agar 2 ml
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1
Agitar los tubos suavemente y disponer en piano inclinado hasta solidificación del agar.
Conservar a 4W hasta su utilización.
Solución de antibióticos (Bio-Whitaker):
20.000 UI/mí de penicilina
20.000 pg/ml de estreptomicina
3.1.3.- Cultivo en masa
Los proniastigotes una vez aislados en medio NNN, se cultivaron en masa a 28W en
medio RPMI 1640 (Gibco), suplementado con un 10 % de suero bovino fetal (SBF)
inactivado 1 h a 56W y antibióticos, con el fin de conseguir leishmanias en cantidad
suficiente para la realización de todas las pruebas.
McdiaflP&il:
Medio RPMI 1640 (Gibeo) con L-glutamina y sin bicarbonato.
- RPMI 1640 10’4 g
- Agua destilada estéril 960 ¡nl
a continuación añadir: ¡
- HEPES (Sigma) 95 g
- NaHCO3 2 gIl
ajustar el pH a 7’4 y esterilizar por filtración (0’22 pm). Conservar a 4W.
A 500 ml del medio así preparado añadir:
- SHF 70 ml
- Solución de antibióticos 2 ml
3. 1. 4.- congelación
Para su congelación los promastigotes se concentraron por centrifugación (lOOOg, 5
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mm.), se retiró el sobrenadante y los parásitos se resuspendieron en 5 ml de medio de
congelación. A continuación se distribuyeron en alicuotas en criotubos, a razón de 1




- RPMI 1640 (Gibco) 5 ml
- SBF 0’5 ml
- Dimetilsulfóxido (Merck) 1 ml
3.1.5. - Descongelación
Los criotubos se descongelaron por inmersión en baño a 370C, se centrifugaron
(lOOOg, 5 mm.) eliminándose a continuación el sobrenadante y añadiendo 0’ l-O’2 ml de
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* Asintomñticos (M): Madrid
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br Disease Control) <1986, ¡987>
Alicante
drogas por vía parenteral
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U) LC y VIII+


















a: CDC (Centers for Disease Control (1986, 1987)
ADVP: Adicto a drogas por vía parenteral
CM): Madrid
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3.2.- Caracterización enzirniltica
La caracterización enzimática se llevó a cabo en geles gruesos de almidón mediante un
sistema de electroforesis horizontal, en cubetas LKB, siguiendo los protocolos descritos
previamente (Maazoun et al., 198 ib; Moreno a al., 1986b; Alvar, 1988), con algunas
modificaciones.
3.2.!. - Sistemas enzinulticos
El análisis enzimático se realizó mediante quince sistemas enzimáticos que permiten
el estudio de 16 “loci”: MDH, EM, lCD, tiPO, OÓP, GLUD, DíA, NP, GOT, MPI,
PGM, FH, GPI, SOD. Los sistemas enzimáticos NP y SOD permiten la visualización de
2 loci. El “loci” con mayor migración se designa como NP2 y SOI3I y el de menor
migración como NP1 y SOD1. Los nombres y códigos de cada uno de los sistemas
enzimáticos estudiados se muestran en la Tabla 13.
TABLA 13.- Nombre y código de identificación de los enzimas estudiados.
ENZIMA NOMBRE ABREVIADO CODIGOI
Malato deshidrogenasa MDH liC. 1.1,1.37
Enzima málico FM E.C. 1.1.1.40
Isocitrato deshidrogenasa ¡CD F.C. 1. 1. 1.42
6-Fosfogluconato deshidrogenasa CPG E.C. 1. 1.i.44
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 06P F.C. 1.1.1.49
Glutamato deshidrogenasa OLUD E.C. 1.4.1.3
Diaforasa DíA F.C. 1.6.2.2
Nucleosil fosforilasa NP F.C. 2.4.2.1
Gluiarnato oxalacetato transaminasa GOT E.C. 2.6.1.1
Manosa fosfato isomerasa MP! liC. 5.3.1.8
Fosfoglucomutasa PGM E.C. 2.7.5.1
Fumaratohidratasa PH E.C. 4.2.1.2
Glucosa fosfato isomerasa GPI F.C. 5.3.1.9
Superóxidodisniuíasa SOD E.C. 1.15.1.1
# Número de la Comisión dc Nomenclatura de Enzimas.
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3.2.2.- Preparación de los geles
Para la preparación de los geles se disolvieron 20’5 g de almidón (21 g para los
enzimas MDH, EM y SOD) en 200 ml de tampón de ge] A, 9, C ó O, dependiendo de
los enzimas a estudiar de acuerdo con la Tabla 14, calentándose en agitación continua hasta
que la consistencia fue viscosa. A continuación se desgasificaron con bomba de vacío y se
dispusieron sobre nn cristal limitado por tres marcos de metacrilato superpuestos. En la
parte superior, se colocó otro cristal y un peso de aproximadamente 1 Kg. Se dejaron
solidificar y se guardaron hasta el día siguiente a temperatura ambiente, cubiertos con un
plástico. En la Tabla 14 se muestra la composición de los tampones de migración y del gel
utilizados con cada sistema enzimático.
TABLA 14.- Tampones requeridos para cada sistema enzimttico.
ENZIMA TAMPON DE MIGRACION TAMPON DE GEL
061’
ÓPO
TrisO’ 1 M-Ác. Málico 01 M
EDTA O’01 M-MgCI2. 6H,O 0’001 U
(IME) pH 7’4
A: NADP 1% <5 mI)
TME pH 7’4 (45 mi)





Tris 01 M-Ac. Málico 0’! U
EDTA 0’0t M-MgCI2. 6H20 O’O01 M
(TME) pH 7’4
E: NAD 1% (5 tui)
TME pH 7’4 (45 g~»






Tris O’661 M-Ác. cítrico O’083 U
(TC) pH 8’6 *
C: NADP 1% <4 mi>
TC pH 8’6 (18’7)




Tris 013 M-Ác. cítrico O’043 M
(TC) pH 9’4 *
D: NAD 1% <4 mi). Na2HPO4O’Sg
TC pH 9’4 (40 mi)
Agua destilada c.s.p. 400 ml
FM Tris O’I M-Ác. Málico O’l U
MgCI,. 6H20 0’OOl U (TM) pH 74
E: TM pH ‘7’4 (50 mi)
Agua destilada c.s.p. 400 ml
* el pH se ajusté con Ácido cítrico o NaOH. En el resto de los tampones así como en los tampones de
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3.2.3. - Preparación de los extractos enzim&icos
Los promastigotes de cada una de las cepas de referencia y aislados estudiados se
cultivaron en medio RPMI 1640 (GIRCO), suplementado con 10% de suero bovino fetal,
recolectándose en fase logarítmica de crecimiento por centrifugación a 40C (2.000 g, 10
mm.). Cada uno de los sedimentos, conteniendo 10 x 10’ leishmanias, se lavó en PBS y
se centrifugó a 4W (2.000 g, 10 miii.) tres veces. Finalmente, se resuspend¡eron en PBS
y se trasladaron a tubos eppendorf, siendo centrifugados a 12.300 gf10 mm.
Posteriormente, se retiró el sobrenadante y los “pellets” se conservaron a -70W hasta su
utilización.
Para la extracción de los enzimas solubles los sedimentos se descongelaron,
manteniéndolos a 40C, tratándose en homogenizadores de cristal, con un detergente no
iónico, Tritón X-l00 (Sigma) a] 5% en sacarosa 0’25 M, en cantidad igual a la de]
sedimento. En el extracto resultante se impregnaron unos papelitos de nitrocelulosa de 0,22
gm, que posteriormente se insertaron con ayuda de un peine en el soporte de almidón.
3.2.4. - Electroforesis
E] peine fue retirado una vez insertados los papelitos impregnados con cada uno de los
extractos enziniáticos. En cada uno de los compartimentos de la cubeta se depositó un litro
del tampón de migración. El gel se dispuso en la cubeta y a continuación se colocaron unas
esponjas, con el fin de facilitar el paso del tampón de migración a través de] gel.
En la Tabla 15 se resumen las condiciones de electroforesis para cada enzima.
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EM TCpH9’4 lOO 6horas
SOD
NP
MPI TCpH8’6 100 6horas
o LUD
D lA
G6P TME pH 74 lOO 4horas
GPG (NADP)
¡CD
001’ TME pH 7’4 100 4horas
GP! (NAD>
PUM
FF1 TM pH 7’4 lOO 4 horas
3.2.5.- Revelado
Finalizada la electroforesis e] gel se cortó longitudinalmente en tres capas, permitiendo
así el estudio simultáneo de tres enzimas. A continuación se añadió sobre los geles el
sustrato específico del enzima a analizar, coenzima, enzimas de acoplamiento, iones
adicionales y sistemas de visualización necesarios para que tenga lugar la reacción
catalizada por el enzima,
En todos los casos el sustrato, coenzima, iones adicionales y NBT (azul de nitro
tetrazol) se disolvieron en el tampón de revelado y la solución se incubó a 37 >C durante
30 minutos. Transcurrido este tiempo se aliadieron sobre esta solución los enzimas de
acoplamiento, fenazinametasulfato (PMS) y agar al 2% (previamente atemperado a 600C)
vertiéndose inmediatamente sobre los geles. El revelado se realizó a 37 C y en oscuridad,
Las condiciones de revelado fueron las descritas por Maazoun e! al. (198 Ib), Moreno ez
al. (1986h) y Selander el al. (1986) con algunas modificaciones.
1
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En la Tabla 16 se recogen las condiciones de revelado para cada uno de los enzimas.
Una vez que las bandas se hicieron visibles, Ja reacción se bloqued con una solución
fijadora.
Etanol (Merck) l.CCO ml
Ácido acético (Merck) 400 ml
Glicerol (Merck) 200 ml
Agua destilada 200 ml
3.2.6. - Interpretación de los resultados
A continuación se determinó la distancia de migración desde el punto en el que se
aplicó la muestra hasta el centro de la banda. Esta distancia se campad con la obtenida
para la cepa de referencia MHOM/FR/78/LEM-75 (Chance, 1986). La movilidad relativa





X= movilidad relativa de la banda X
dX = distancia desde el origen a la banda X
dR= distancia desde cl origen a la banda para la cepa de referencia
El cálculo de la movilidad relativa para cada una de las bandas permite la construcción
de un zimógrafo. Finalmente, los geles se fotografiaron con una cámara Polaroid (película
665).
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TABLA 16. - Condiciones de revelado para cada uno de los enzimas,
ENZIMA TANI~iN DE1 SUSTRA%4 C0,ZDIAC 10~5d ENZIMAS DE
6 M*I¶I1O DE~
REVELADO ADICIONALES ACEPLARIENIV flsuiiiuci<5i REVELADO
G6P Tris—Ecl Glucosa-GP RAD? 1% EDTA
O’2HpH8 2Omq 1:1 lOng
10 ml
BT 1% <1 ¡1)
¡‘lIS 1% (0’5 nl)











0’2 14 pH 8
8 ml
GPI Tris—Ecl
0’2 14 pH 8
10 ml
1>614 Tris-Mci





NADE> 1% MgCl 61120
1 mi 0,5 ~(l mí)
Solución A* NAD 1% NaE
2PO4
hl 10,9
Solución A* NADE> 1% NqCl OS~

















0’5 14(1 nl) 160
661>011X9C1¡61120
14W! 1% (1 mi)
¡‘NS 1% (O’5 mi)
Agar 2% (5 mi)
KBT it ji mí>
¡‘NS 1% (O’5 mí)
Agar 2% <5 11)
1>145 1% (0’5 mi>
Agar 2% (5 mi)
>ITT 1.25 1 (1 mi)
¡‘$45 It (O’5 mí)
Agar 2% (5 ‘1)
1481’ 1% (1 mí)
¡‘MS 1% <0,5 nl)
Agar 2% (5 mi)
1481’ 1% (1 ni)
¡‘MS hIW’5 mi)

















NBT 1% (1 nl)
¡‘145 1% (0’5 nl)











¡445 1% (1 mi)















TABLA 16.- Condiciones de revelado para cada une de los enzimas (continuación>.
ENZIMA TAMPÓN DE8 SUSTRA¶’0~ ~ENZIMA01~d DUNAS Me MI!OW DE
1 1”
REVELADO ADICIONALES ACOPLUIX ITO VISUALIZACI~E REVELADO
DíA Tris-Ecl
O’2 JI pR 8
$ ml
141>1 Tris-Ecl













pE 8 (2 mi)
Agar 2% (10 mi)
Xanosa-6—P HADE> it MgClfi. 6320 G6PDE
lOmg ini 0’2 (lii) 33U
PCI
50 U
KB? 1% (1 nl)
¡‘MS 1% (1 mi)




0’2 14 pH 8
10 ml
FR Tris-Mci
















RBT 1% (1 mi)
¡‘MS 1% (0’5 mí)
Agar 2% (Smi)
a: Disolver 21’2 q de Tris <Merck) en 1000 mide agua destilada; ajustar el pH 8 con Ecl.
Ix Todos los sustratos utilizados fueron suministrados por Sigma Chemical Co..
Solución A~: Disolver 3’10 g de Na
2003 anhidro (Merck) en 15 nl de agua destilada. Después de su
disolución, disponer en baño de hielo. Añadir lentamente 3’35 g de Ácido málico (Sigma>. después de
su disolución, añadir 10 mide agua destilada, Ajustar el pH 7 con una solución de NaOE.
e: liAD 1% y HADP 1% :1 g de lIAD y 1 g de RADP <Boehringer—Hannheim Biochemicals> en 100 ml de agua
destilada,
d: Xgcl2.6E20 (Merck) 0,5 14: disolver 10’15 g en 100 ml de agua destilada. Conservar a CC.
MgCi2.61120 (Herck) O’1 14: disolver 4’06 g en 100 ml de agua destilada. Conservar a <fe.
e: Los enzimas empleados fueron suministrados por Sigua Chemical Co. y Boehrinqer—Mannbeim Biocbemicals.
1: NBT 1% (Azul de nitro tetrazol, Sigua): 19 en 100 ml de agua destilada, Conservar a 4’C y en
oscuridad,
1>145 1% (Fenazina-netasuifato, Sigma): 1 gen 100 ml de agua destilada, Conservar a 4’C y en
oscuridad.
XTT l’25% (dimetiltiazol tetrazol, Sigma): l’25 9 en 100 ml de agua destilada. Conservar a 4<0 y
en oscuridad,
Agar 2%: 2 g de Saeto-Agar (Difeo), 50 mide Tris—Ecl 0’2 14 de pR 8, 50 ml de de agua destilada,
g: Los sustratos disueltos en el tampón de revelado se añaden sobre el gel, tras incubación a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 minutos se añade el fast—blue disuelto en 50 ml de
Tris-lEí O’2 ¡4pM 8. En cuanto las bandas comienzan a salir se lan el gel con fis-Ud 0,2 14 pH ay
se añade la misma solución,
~: En algunos casos, el EH y 14DB se revelaron a la vez añadiendo 1 ml de lIAD It al sustrato del EH.
3V
37’0
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3.3 - Caracterización mediante sondas de ADN
3.3.1. - Extracción dc ADN
El protocolo seguido fue fundamentalmente el descrito por Barker e: al. (1986a), con
algunas modificaciones.
Los promastigotes de cada uno de los aislados y de las cepas de referencia se
concentraron por centrifugación (10 mm., 4 0C, 2000 g), determinándose el nUmero de
promastigotes tras tres lavados en NET-l0O lx (10 mm, 4C, 2000 g). A continuación,
se lisaron a 6&C durante 1 h en un volumen de 0’7 ml de NET-l00 lxJl x 10’
promastigotes y 0’3 ml de sarcosil 10% en NET-100!1 x 10’ promastigotes (el usado de
O
leishmanias, así preparado se puede conservar a - 20 C). Seguidamente, y con el fin de
eliminar el ARN contaminante, se llevó a cabo una digestión a 37 C, durante 15 mm., con
una solución de ribonucleasa (RNAsa)(Sigma) a razón de 1 mg/ml de usado. Finalizado
el tratamiento con RNAsa, se digirió a 37< C durante 2 h con una solución de proteinasa
K a razón de 1 mg/ml de lisado. Posteriormente se afladió a cada uno de los lisados 4-
amino-salicilato sódico (Analar) 5% p/v y deoxicolato sódico <Analar) 1 % p/v,
manteniendo a temperatura ambiente 1 ti (se puede dejar así toda la noche). Transcurrido
este tiempo cada una de las muestras se pasó por agujas de 25 g y se depositó en tubos de
25 mi, utilizándose NET-100 para su equilibrado. A continuación se realizó una
centrifugación de 1 h a 50.000 g y 5< C, en ultracentrifuga SORWALL (rotor SS-34).
Seguidamente se eliminó el sobrenadante y el sedimento se resuspendid en 500 jd de TE
lx. Después de su homogenización el volumen se completó hasta 4 ml con TE lx.
3.3.1.1. - Separación de ~4DNgy ADNk mediante gradiente de densidad en Cloruro de
cesio (CsCI)Ifiromuro de etidio (EhBr)
El índice de refracción de cada solución se ajustó a 1.386’ mediante un refractómetro,
añadiendo 1<1 g/ínl de cloruro de cesio y 200 ¡tI de una solución de bromuro de etidio
(lOmg/ml). Seguidamente se pasó cada una de las soluciones a tubos cónicos para rotor
VTi-80 (I3eckman), calibrándose con TE lx. Los tubos se sellaron y se dispusieron en el
rotor (VTi-80), centrifugándose a 220.000 g a 150C durante 18 h. Finalizado el tiempo
de ccntril’ugación se comprobó la presencia de bandas de ADNg y ADNk en un
transiluminador de luz ultravioleta. Con ayuda de una jeringa se recogió cada una de las
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bandas y se eliniinó el EtEr tratando varias veces con una mezcla de Isobutanol/TE y
agitando con fuerza. Las muestras se dializaron frente a 3 Juros de agua destilada durante
toda la noche para eliminar el CsCI. El ADNg y ADNk contenido en la fase acuosa se
pasó a tubos Corex (tratados con dimetil-diclorosilano durante 5 mm. en campana de
vapores) y se precipitó mediante la adición de 1 volumen de acetato sódico 0’3 M y 2’5
volúmenes de etanol filo (-20< C) e incubación a -20<C durante toda la noche o bien 1 ti
a -‘70<C. Para separar el ADN la suspensión se centrifugó a 12.000 g, Cc durante 45
mm. en centrífuga SORWALL. (rotor SS-34). El precipitado una vez desecado por vacío
se resuspendió en 100 pl de TE y se conservó a Cc.
3,3, 1.2. - Reacávos y soluciones necesarias para la extracción del ¿fIN
Nací (Merck) 0’l M 84 g
EDTA (Merck) 0<1 M 37<20 g
Tris (Merck) 0<01 M 21 g
Disolver en 800 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8, utilizando NaO?! 5 M,
Completar el volumen final hasta 1000 ml. Esterilizar en autoclave 20 mm. a 120<C
y 1 at.
- ,Yarcail (N-lauryl-sarcosine) (Sigma) 10% en NET-l0O lx, pH 8
- Solución .srock de ribonucleasa A. tino II! A (Sigma). 10 mg/ml
Disolver en Tris-HCI 10 mM pH 7<5 y NaCí 15 mM. Calentar a 100< C 15 mm.
Dejar enfriar a T3 ambiente, hacer alicuotas y almacenar a - 20 <C.
- Solución s:ock de uronasa (proreinasa K. Sigma1 20 mg/mi
Calentar a 80 oc durante lO mm. Enfriar a 37 C 1 h. Hacer alicuotas y almacenar
a -20 C.
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- Tamncjn básico varo DNA: lE
Tris-Hcl lO mM pH 8 y EDTA 1 mM pH 8.
Esterilizar en autoclave 20< a 12&C y 1 al.
- Isoburanol (MerckJITE
Mezclar a panes iguales y dejar en reposo a temperatura ambiente.
- Membranas de dhflisis (Serva dna 20/32
)
Cortar las membranas de unos 25 cm de largo. Para equilibrarías, hervir lO mm. en
un volumen de NaHCO3 al 2% y EDTA 1 mM. Aclarar en agua destilada. Hervir 10 mm.
en EDTA 1 mM, A continuación, dejar enfriar y almacenar a 4C, asegw’tndose de que
las membranas estén bien sumergidas. Cuando se vayan a utilizar, aclarar con agua
destilada,
- Acetato sádico 3M (MercK
)
CHrCOONa (Merck) 24’6 g
Agua destilada c.s.p 100 ml
Esterilizar en autoclave 20’ a 120 c y 1 al.
- Bromuro de Ef/dio (10 mg/mI
1 g de Bromuro de etidio (Sigma) en lOO ml de agua destilada. Conservar en
oscuridad.
3. 3.2.- (iuan«ficacián dc ADN
La concentración del ADN en solución se estimO en un espectrofotómetro a 260 nm, 6
sabiendo que 1 DO. de ADN de doble cadena equivale a 50 pg/ml. La relación de pureza
se obtuvo mediante el cociente de las lecturas a 260 nm y 280 nm (los valores
comprendidos entre 1<8 y 2 se corresponden con ADN puro) {Sambrook eral,. 1989).
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3.3,3. - Digestión de ADNg y ADNk con endonucleasas
Las digestiones de los ADNs (ADNg y ADNk) con enzimas de restricción se realizaron
siguiendo las recomendaciones de ¡a casa comercial (Boehringer-Mannheim).
En cada digestión se partió de una cantidad de 4 ~¿gde ADNg y 5-10 ¡tg de ADNk en un
volumen final de 50 y 120 ~l respectivamente, utilizándose las unidades de enzima
necesarias e incubándose a 37 C durante toda la noche.
El ADNk de cada uno de los aislados, así como de las cepas de referencia, se digiri
con el enzima de restricción Hae 111 y el ADNg con los enzimas Pst-l, HindlII/BamHl
3.3.4. - Electroforesis de ,IDN en geles de agarosa
3.3.4,1.- Eleceroforesis de ADNg
El fraccionamiento del ADNg digerido con los enzimas de restricción Pst-l, 1-1md-
lII/BamHl, se llevó a cabo en geles de agarosa (BIO-RAD) al 0<7% en IDE lx y
electroforesis horizontal en cubetas (Maxicelí, TDI), empleando como tampón de
electroforesis TBE lx. Cada una de las muestras de ADN (4 ¡tg) se mezeló con un 10%
de tampón de carga lOx. La electroforesis se desarrolló a 30 Y, durante toda la noche.
Después de la electroforesis los geles se tiñeron con una solución de EtBr (10 mg/mí), a
razón de 100 pI EtBr/l000 ml de agua destilada, durante 15 minutos. Transcurrida la
electroforesis, y posterior tinción, las bandas de ADN se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta y se fotografiaron con una película Polaroid 665. El
peso molecular de los fragmentos se estimó empleando como marcadores el ADN del fago
A
lambda digerido con HindlII y con BsteIl respectivamente (New England Biolabs).
.4
3.3.4.2. - Electroforesis de ADNk
Cada una de las muestras de ADNk <1 pg) se sometió a electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 2<2% en TBE lx, utilizando como tampón de electroforesis IDE lx r
0
segdn el protocolo descrito anteriormente (3.3.4.1.). Como marcador de peso molecuiar
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-TamnónmElpx
Tris 0<89 M .107<8 g
Ac. Bórico (Merck) 0<89 M 55 g
EDIA 0’025 M 30 g
Agua destilada c.s.p 1000 ml
- Tamnón de carga JO x
Azul de bromofenol 25%
Xilenocianol 0<25%
81)5 0<1%
Ficolí (Tipo 400; Pharmacia) 15% en agua destilada
3.3.5. - Transferencia de ~4DN
3.3.5.1. - Transferencia de ADNpor capilaridadsegan Southern (1975) (MSourhern BloC’)
Después de la electroforesis los geles se sumergieron en HCI 0’25 M durante 10
minutos. Se lavaron brevemente con agua destilada y a continuación se sometieron a un
tratamiento de desnaturalización con NaO?! 0<5 M/NaCI IM durante 30 minutos y a una
posterior neutralización con Tris-MC! 0<5 M/NaCI 3M pH 7<4 otros 30 minutos.
Los fragmentos separados de ADNg y ADNk se transfirieron por capilaridad según
Soutihern (1975) a filtros de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell HASS 0<45 ym), o nylon
(Hybon-N, Amersham), tratados previamente como se explica a continuación. Una vez
finalizada la transferencia los filtros se secaron a temperatura ambiente y el ADN se fijó
al filtro mediante incubación a SOC durante 2 ti.
Tratamiento de la nitrocelulosa o nylon
Los filtros de nitrocelulosa o nylon, siempre del mismo tamaño que los geles, se
dispusieron flotando en agua destilada con unas gotas de SDS 10% y a continuación se
sumergieron en esta solución lO minutos, finalmente se saturaron con 20x SSC (CINa 1<5
M/Citrato trisódico 0<15 M).
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3.3.5.2. - Transferencia de ,IDN mediante vacio (“Slot filo:”)
Para la realización de la técnica las muestras de ADNg y ADNk se desnaturalizaron
por adición de 200 pi de NaO?! 0<3 M e incubación a 800 C, 10 minutos. Las muestras
así tratadas se enfriaron en hielo y se neutralizaron tras la adición de 300 ¡il de tampón de
neutralización. A continuación las muestras de ADN se transfirieron a los filtros de
nitrocelulosa o nylon utilizando un aparato de “Slot blot” (Schleicher & Schuell ManifoId
II). Los filtros se secaron al aire durante 15 minutos y el ADN se fijó al filtro por
incubación de los mismos a 800C durante 2 h.
Tamnón de neutralización
Tris-HCI IM pH 8 2<5 ml
HCI 2M 25 ml
20x SSC 6<25 ¡nl
3.3.6. - Caracterización mediante sondas de ADNk
Se ha utilizado la sonda de ADNk k-l/307 (400 pb) de la cepa MHOM/ES/8l/BCN-1,
LEM-307 (MON-29), específica para el complejo de L. (L) infanzun, s.L (Alvar er al.,
198%).
3.3.6. 1.- Obtención de fragmentos de ADNk
E] ADNk de la cepa LEM-307, digerido con Haelil, se fraccioncs en un gel de aguosa
1•de bajo punto de fusión <Sea PJaque) al 1% en TAE Ix. Finalizada la electroforesis el gel
fue tenido con EtBr y se visualizó en un transiluminador de luz ultravioleta. La banda
correspondiente, de 400 pb, se cortó con un bisturí estéril y se depositó en un tubo
eppendorf previamente tarado, calculando por diferencia de peso la cantidad de aguosa
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-PamnónTAESOx
Tris 242g
Xc. acético glacial 57’l ml
EDTAO’5MpH8 lOOml
3.3.6.2. - Marcaje de ADNk con
El fragmento de ADN aislado a partir de un gel de agarosa de bajo punto de fusión,
se marcé utilizando la técnica de iniciadores al azar (Feinberg y Volgestein, 1983, 1984)
empleando ¡os reactivos de Promega ‘Prime-a-Gene Labeling System~. Una cantidad de
ADN en agarosa correspondiente a 25 ng, se desnaturalizó en un volumen máximo de 30
jd a lOO<C durante 7 minutos y a continuación se depositó en hielo. La reacción se inició
añadiendo los reactivos en el siguiente orden: tampón de marcaje 5x (10 pl), mezcla de
dNTPs (dATP, dGTP y dTTP, excepto dCTP) (2 ¡tO, ADN que vamos a marcar (25 ng
en un volumen máximo de 30 pl), BSA (10 mg/ml)(2 pl), 5 ¡tI de Ó-P3’ dCTP (3.000
Ci/mmol) y 2 pl (5 U) del enzima Klenow. La reacción se desarrolló a temperatura
ambiente durante toda la noche. El ¡>32 no incorporado se eliminó pasando el producto de
reacción a través de una columna de Sephadex-G50. La actividad específica de la sonda
fue alrededor de 10’ cpu.
3.3.6.3, - Hibridación con sondas de ADN*
Los filtros de nitrocelulosa o nylon con el ADNk fijado se incubaron a 42C durante
1 h, en lo ml de solución de prehibridación. Después se añadió a la solución la sonda
radiactiva (lOa cpmlml), previamente desnaturalizada (1000C, 5 mm.). y se dejaron
hibridando a 42<C durante toda la noche.
Finalizada la hibridación los filtros se lavaron cuatro veces, durante 15 minutos cada
uno, en baño a 65 c, con una solución de 2x SSC+ 0’! % SDS (dodecilsulfato sódico,
l3io-Rad). A continuación los filtros se secaron a temperatura ambiente y se sometieron a
autorradiografla utilizando una película AGFA-RP2 50 AFW, manteniéndolos a -70 0
durante tiempos variables.
Material y Métodos 68
Solución de orehibridoción
- Solución de Denhardt 50x 10 ml
- Formamida 100% (Merck) 50 ml
- EDTAO’5MpH8 1 ml
- 20x SSC 25 ml
- ADN de Timo de ternera (Sigma) 5 mg
- 51)5 10% 2 ml
- Agua destilada estéril c.s.p 100 ml
Conservar a 4 0C.
Solución de Denhardt St2x
- FicoIl (Sigma) 5 g
- Polivinilpirrolidona (Sigma) 5 g
- BSA (Sigma) ~ g
- Agua destilada estéril c.s.p 500 ml
Filtrar a través de una membrana de 0<22 gm. Hacer alicuotas de 25 ml y almacenar
a -20’C.
3. 3. 7.- Caracterización mediante sondas de ADNg
Se han utilizado tres sondas de ADNg homólogas: 7-059< pDK2O y pDK 10, cedidas
por el Dr. G.JJ.M. Van Eys (Royal Tropical Institute, Amsterdam, Holanda) y cuyas
características se describen a continuación.
- 7-059 (Van Eys eral,, 1989): clon seleccionado a partir de una librería de ADN total
de L. (L.) infantum (ITMAP263). Se trata de un clon recombinanre en pUCI9 que
contiene en el sitio EcoRí el fragmento de 5.0 Kb.
- pDK2O (Van Eys e: al., 1991): clon seleccionado a partir de una librería genómica
de L. (L.) inajor (M HOM/SN/00/DKI). Se trata de un clon recombinante en pUCI 8,
que contiene en el sitio Pstl dos fragmentos de 1.8 y 2.0 Kb respectivamente.
U
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- pDKIO (Guizani er al., 1994): clon seleccionado a partir de una librería genómica
deL. (L.) major(MI-IOM/SN/OOIDKI). Se trata de un clon recombinante en pUCiS,
que contiene en el sitio Pstl un fragmento de 1.8 Kb.
3.3.7.1.- Punficación de fragmentos de ¿VN donados
Las bacterias transfonnadas con los plásmidos descritos anteriormente se cultivaron
en medio líquido Luria-Bertani (2LB) con ampicilina (70 pg/m». El ADN correspondiente
se obtuvo a partir de 3 ml de cultivo, utilizando los reactivos para purificación de ADN
“Magic Minipreps” (Promega). La obtención del fragmento donado se realizó mediante
digestión con los enzimas de restricción correspondientes. Posteriormente el material
digerido se fraccionó en geles de agarosa de bajo punto de fusión (Sea Plaque FMC,
Bioproducts Corporation) al 1% en TAE lx, La banda correspondiente al fragmento
recombinante se hizo visible sobre un transiluminador de luz ultravioleta y se cortó con un
bisturí, deposit4ndose en un eppendorf previamente tarado, calculando por diferencia de
peso la cantidad de agarosa.
Medio 2 LB líquido (Luria-Berrani)
Bacto-triptona (Dilco) 20 g
- Extracto de levadura (Difco) 10 g
- NaCí (Merck) 20 g
- Bacto-dextrosa (Difco) 1 g
- Agua destilada estéril 960 ml
Ajustar el pH a 7 con NaO?! SN. El medio 2LB sólido se preparó añadiendo 20 g de
agar al correspondiente medio líquido.
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3.3. 7 2. - Marcaje de los fragmentos de ADN recombinante con
Los fragmentos de ADN recombinante se marcaron siguiendo la técnica de los
iniciadores al azar (Random Primer Radiolabelling) como se explica en el punto 3.3.6.2.
3.3.73.- Hibridación con sondas de ADNg
Los filtros de nitrocelulosa o nylon con el ADNg fijado se incubaron en 10 ml de
solución de prehibridación durante 3 h a 65’C. Transcurrido este tiempo se añadió a la
solución la sonda radiactiva desnaturalizada (100’, 5 minutos) y los filtros se dejaron
hibridar durante toda la noche a 650C. Terminada la hibridación los filtros se lavaron a
650C, durante 30 minutos, una vez con 3x SSC+ O’! % SDS y dos veces con 0<lx ssc
+ 0<1 % SDS. A continuación los filtros se secaron a temperatura ambiente y se
sometieron a autorradiografía utilizando una película AOFA-RP2 50 AFW manteniéndolos
a -70’C durante tiempos variables.
Solución de nrehibridación
- SOS (Bio-Rad> 7 g
- BSA (Sigma) 1 g
-EDTA2mM 400p1 .4
- Tampón fosfato SM pH 7 10 ml
- ADN de esperma de salmón 10 ml
(lO mg/ml)(Sigma)
- Agua destilada estéril c.s.p 100 ml
1
1
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3.4.- Caracterización por amplificación de ADN mediante iniciadores arbitrarios
(RAPD)
3.4.1. - Extracción de ¿VN
El ADNg se extrajo según el protocolo descrito en el punto 3.3,1., separándose del
ADNk mediante gradiente de densidad en (JsCl/EtBr según se describe en el apanado
3.3.1.1. y se cuantificó según se explica en el punto 3.3.2..
3.4.2, - Ampftficación
Las condiciones de amplificación utilizadas frieron análogas a las descritas por Williams
et al. (1990, 1993) y se llevaron a cabo en el Laboratorio de “Génetique Moléculaire des
Parasites et des Insectes Vecteurs” del Centro de investigación ORSTOM (Montpellier) que
dirige el Dr. Michel Tibayrenc.
Se utilizaron siete iniciadores suministrados por, Operon Tecnologies, ensayados
previamente (Tibayrenc e: al., 1993) cada uno constituido por 10 nucleótidos y sin ninguna
secuencia palindrómica,
Al.- CAGGCCCTTC A2.- TGCCGAGCTG AS,- AGGGGTCTTG
A7.- GAAACGGGTG Alo.- GTGATCOCAG A12.- TCGGCGATAG
AIS.- TTCCGAACCC
La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 100 pl:
1.- 10 pl de tampón específico para la Taq polimerasa (Tris-HCI 100 mM pH 8’3;
MgcI2 6H20 15 mM; KCI 500 mM; gelatina lmg/ml)(Boehringer)
2.- 2 pl de cada cINTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (5 mM) (Boetiringer)
3.- 2 pl de iniciador (10 pM)
4.- 2 pl de ADN (10 ng/gl)= 20 ng
5.- O’3 pl de Taq polimerasa (1’5 UL) (Boehringer)
6.- Agua destilada estéril c.s.p. 100 pl
Las amplificaciones se realizaron en un termocíclador automático (PTC-100, M .J.
Research, Inc.), con un programa de amplificación de 45 ciclos (desnaturalización 1 mm.
Material y Métodos 72
a 940C, apareamiento 1 mm. a 36W y síntesis 2 miii. a 720 CL y un ciclo final de
extensión de 7 mm. a 720c.
3.4.3.- Electroforesis
Los fragmentos de ADN amplificados se separaron mediante electroforesis horizontal
<120 y, 5 ti) en geles de agarosa (Bio-Rad) al 1<6% en TAE con 0<5 pl/ml de BrEt,
empleando como tampón de electroforesis TAE IX con 0<5 pl/ml de BrEt. Cada uno de
los ADNs amplificados (25 ~l) se mezcló con un 10% de azul de bromofenol. Finalizada
la electroforesis los geles se visualizaron en un transiluniinador ultravioleta y se
fotografiaron con una película Polaroid 665. El peso molecular de los fragmentos se
estableció empleando como marcador de peso molecular el ADN del fago SPPI digerido
con EcoRí (Boebringer). En algunos casos se utilizaron como marcadores el ADN del fago
lambda digerido con Hind III y con BstE respectivamente (New England Biolabs).
3.4.4. - Interpretación de los resultados
Cada una de las bandas son numeradas, comenzando por 1 para la de mayor peso
molecular. Para cada iniciador, cada aislado y cepa de referencia estaní pues representado
por un conjunto de números y estará caracterizado por un conjunto de perfiles
correspondiente a los diferentes iniciadores utilizados. Todos los aislados idénticos para los
siete iniciadores se sitúan en el mismo “rapdema” (término denominado así por analogía
con “zimodema”). Los grados de sinijíaridad génica entre dos “rapdemas” dados se estiman
en función del porcentaje de bandas en común que presentan.
Desde el punto de vista estadístico, los genotipos revelados para un iniciador dado, son
tratados como “genotipos unilocus” y el conjunto de genotipos revelados para los siete
iniciadores “genotipo multilocus”. Este tratamiento estadístico es lícito para las pruebas
utilizados de desequilibrio de ligazón, ya que la probabilidad de que dos primers diferentes
amplifiquen los mismos loci es despreciable.
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3.5. Análisis de los datos
3.5.1. - Detenninación de las distancias genéticas
El grado de disimilaridad entre dos zimodemas o rapdemas se calculó utilizando el
programa de ordenador TAXONOMIE (Serres y Roux, 1986) mediante el Indice de
distancia de Jaccard D(J) (Jaccard, 1908) definido por la fórmula:
1 -(C/2N-C)
C: número de bandas comunes a dos zimodemas o rapdemas (genotipos multilocus)
considerados
N: número total de bandas entre los dos zimodemas o rapdemas (genotipos multilocus)
comparados
Los datos obtenidos en el estudio del polimorfismo enzimático en el caso de la
caracterización de los aislados PAULO y ANA fueron analizados utilizando el programa
de taxonomía numérica TAXAN (information Rescurces Clroup, Maryland Biothecnology
Institute, University Maryland, College Park, MD 20742-USA), aplicando el coeficiente
de sinijíaridad de Iaccard S(J). Se puede pasar fácilmente del Indice de similaridad al
índice de distancia de Jaccard D(J) (Jaccard, 1908) mediante la fórmula:
D=Sm»~S
Smax= valor máximo del Indice de similitud
La matriz de simularidad y distancias generadas respectivamente es utilizada por el
programa para realizar el análisis de agrupamiento y finalmente diseñar un dendograma con
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3.5.2. - Anótisis de genética de poblaciones
Las dos consecuencias fundamentales de intercambio genético son: la segregación de
alelos en un locus dado y la recombinación de genotipos de un locus a otro. Demostrar que
estos dos procesos son raros o están ausentes, equivale a demostrar que la reproducción
sexual es rara o ausente.
Hay diferentes pruebas que son utilizados como argumentos indirectos en favor de una
reproducción clonal (Tibayrenc et al., 1990; Tibayrenc a al., 1991; Tibayrenc y Ayala,
1991; Tibayrenc y Abderrazak, 1993). Algunas de ellas pueden ser interpretados
cualitativamente, mientras que otras, son objeto de estimaciones estadísticas. Cada uno de
ellas aporta una información específica, pudiendo ser alguno de ellas significativas y otras
no significativas. El hecho de que una de las pruebas sea significativa es suficiente para
poner en evidencia una desviación de la panmixia (población pannúetica es aquella en la
que los intercambios genético se realizan al azar).
La hipótesis nula, por tanto, en todas los pruebas utilizados para poner en evidencia
una clonalidad es una estructura panmictica. Este análisis han sido aplicado tanto a los
resultados de la caracterización enzimática como a la caracterización mediante RAPD.
3.5.2. /. - Pruebas de segregación
Bajo la hipótesis panmictica, la ley de Hardy-Weinberg permite calcular, a partir de
las frecuencias alélicas observadas, las frecuencias genotípicas teóricas en cada locus. El
que las frecuencias observadas sean estadísticamente diferentes a las esperadas es un
argumento suficiente para decir que los flujos genéticos en esta población están inhibidos.
Para llevar a cabo estos tests es necesario que se cumplan una serie de requisitos: a)
los aletos de cada genotipo deben ser identificables, b) la ploidia del organismo debe ser
conocida y c) el organismo no debe ser haploide, por lo que en nuestro caso no ha sido
posible llevarlos a cabo.
3.5.2.2. - Pruebas de recombinación
En el caso de una población panmfctica (libre recombinación), la frecuencia teórica de
un genotipo multílocus dado es el producto de las probabilidades observadas de los
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genotipos unilocus. A continuación se explican las pruebas de recombinación específicos
o complementarios propuestos por Tibayrenc ej al., 1990 y Tibayrenc y Ayala (199]).
411: es la probabilidad combinatoria de obtener en una población panmictica, por simple
azar, un genotipo dado con un efectivo igual o superior al que es efectivamente observado
en la muestra estudiada, y viene dado por la siguiente fórmula:
i¡. (n—i)!
n: número total de individuos
m: número de individuos que poseen el genotipo multilocus considerado
x: frecuencia teórica de ese genotipo (producto de las frecuencias observadas de los
genotipos unilocus que lo componen)
Esta prueba está basada en el hecho de que en caso de reproducción clonal, los
genotipos se reproducen sin cambios de una generación a otra, como fotocopias. Algunos
de ellos estarán representados en exceso en relación a las previsiones panmfcticas.
Los mismos resultados pueden obtenerse por una simple ><2, pero en la mayoría de los
casos el efectivo teórico es muy pequeño, por lo que no es posible aplicarla.
42: probabilidad de observar, no importa cual genotipo multilocus en un número igual
o superior al del genotipo multilocus más representado en la muestra.
c: probabilidad de observar un número de genotipos multilocus diferentes igual o
inferior al que es observado en la muestra. En el caso de reproducción asexuada, se espera
que el número de genotipos estén disminuidos.
fi probabilidad de observar un nivel estadístico de desequilibrio de ligazón igual o
superior al que es efectivamente observado en la muestra.
Las pruebas d2, e y f están basados en las simulaciones de Montecarlo con l0~
interacciones para cada una.
Este análisis, no es prueha directa de propagación clonal, pero si indicativos de una
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desviación a la panmixia. Existen otros factores que influyen en el flujo genético, como





4. 1.- Caracterizacidn enzimdtica
Se han caracterizado un total dc 84 aislados de Ldshmania, 3! caninos y 53 humanos.
Las características de cada uno de ellos, código y origen aparecen en las Tablas 9, 10 y
II correspondientes al apartado 3.1.1. de Material y Métodos. La caracterización
enzimática se llevó a cabo segón se explica en los diferentes puntos del apartado 3.2. de
Material y Métodos, mediante electroforesis horizontal en geles gruesos de almidon, ¡4
sistemas enzimáticos y 16 Ioci.
La caracterización del aislado denominado por nosotros Paulo (MHOM/A019l/LLM-
85) dado su origen geográfico ha sido tratado en un capitulo apane. Las caracterftjticas
especiales que inicialmene presentó el aislado denominado ANA (MHOM/ES/91/LLM-
325) hicieron que su caracterización se tratan también en un capitulo específico.
4. 1. 1. - Caracterización enzimórica de los aislados caninos
Dentro de este grupo se han caracterizado un total de 31 aislados, 28 aislados
viscerales y 3 cutáneos de perros que también presentaban lesiones viscerales, de diferente
origen geográfica.
En la Tabla 17 se recogen los perfiles enzimáticos correspondientes a las cepas de
referencia de L. (L.) infantum presentes en España y los 31 aislados caninos separados en
función del tipo de leishmaniosis (LV o LC) y del tipo de muestra biológica de la que
proceden. Todos los aislados resultaron ser zimodema 1 (MAD-1.>.
En las Figuras 3 y 4 se muestran los elecu-omorfos obtenidos para las cepas de
referencia de L. (1..) infonrum y algunos aislados caninos con los sistemas enzimdticos
GÚP, ÓPG, MDH, GP! y POM.

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































TABLA 18.- Características de los aislados caninos.
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4.1,2. - Caracterización enzimática de los aislados humanos
4.1,2,1. - Variabilidad
Se han caracterizado un total de 52 aislados de Leishmania, 44 de sujetos VIH±(41
LV y 3 LC), 7 de sujetos inmunocompetentes (4 LV y 3 LC) y un aislado de un
transplantado renal con LV. En todos los casos, los valores de cada uno de los
electromorfos se obtuvieron a partir de la medida de la distancia de migración desde el
punto en el que se aplicó la muestra hasta el centro de la banda, en relación a la obtenida
para la cepa de referencia MHOM/FR/78/LLM-75, segdn la fórmula del apartado 3.2.6.
de Material y Métodos. De los 16 loci estudiados, sólo 4 resultaron polimórficos: MDH,
G6P, NP1 y GPI.
En la Tabla 19 se muestran los perfiles enzimáticos de las cepas de referencia
correspondientes a diferentes zimodemas de L. <L) infantum, así como de los aislados de
Leishmania de sujetos VIH+, separados en función del tipo de leishmaniosis (LV o LC)
y del tipo de muestra biológica de la que proceden. Dentro del grupo de aislados
caracterizados de sujetos VIH+ se han encontrado 8 zimodemas: MAD-l, MAD-24,
MAD-28, MAD-29, MAD-33, MAD-34, MAD-183, MAD—SOL.
Grupo A (LV y VIH+): En los 41 aislados incluidos en este grupo, el zimodema 1
(MAD-1, MON-l) estuvo representado 18 veces (en 15 aislados de Madrid y 3 de
Mallorca); siete aislados fueron zimodema 24 (MAD-24) todos ellos de Madrid; seis
aislados de Madrid pertenecieron al zimodema 33 (MAD-33); otros tres aislados, de la
provincia de Alicante, Madrid y Mallorca respectivamente, fueron zimodema 29 (MAD-
29); y otro aislado, de la provincia de Alicante, fué zimodema 28 (MAD-28). Hay que
destacar que el zimodema 24 es la primera vez que se describe en España en sujetos
VIH+. Así mismo, el zimodema 34 (MAD-34>, representado en un sujeto VJH+ de
Mallorca, es la primera vez que se describe en la asociación LV y VII-I+ en la cuenca
Mediterránea.
Los aislados Garrido, Cuadros y Lara, de las provincias de Jaén, Madrid y Córdoba
respectivamente, presentaron la misma variante enzimática que el ZM—34 (MAD-34)
(MDH¶N) y además un electromorfo con valor para la 0P11<5, perteneciendo por tanto a
un nuevo zimodema ZM-183 (MAD-183) descrito recientemente en dos sujetos VIH-f-
(Pratlong a al., 1993). Los aislados Vélez y Daniel, ambos de la provincia de Madrid,
reunieron las mismas características enzimáticas que las de un zimodema 29, pero además
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presentaron un electromorfo con valor para la GPI<05, siendo un zimodema nuevo, que no
ha sido descrito previamente, y que nosotros hemos denominado MAO-SOl (ver Figura
) (Jiménez et al., en prensa).
Grupo 8 (LC y VIII +): Los tres aislados cutáneos dentro de este grupo, todos de
Madrid, pertenecieron a los zimodemas MAD-1, MAD-33 y MAD-183.
En la Tabla 20 aparecen los perfiles enzimáticos de las cepas de referencia de L. (Li
infantum, así como de cada uno de los aislados de Leishmania de sujetos
inmunocompetentes (LV y LC), grupo O y E respectivamente, y un aislado de un caso de
LV en un transplantado renal (grupo C).
Grupo C (LV y otro tipo de inmunosupresión): El Único aislado dentro de este
grupo presentó el mismo perfil enzimático de un zimodema 1 (MAD—l).
Dentro del grupo de aislados de sujetos inmunocompetentes (7 aislados) se han
encontrado 3 zimodemas: MAD-l, MAD-24 y MAD-34.
Grupo D (LV): En este grupo, dos de los aislados de médula fueron zimodema 1
(MAD-.l) y el tercero MAD-34. El aislado obtenido mediante xenodiagnóstico fue un
zimodema 24 (MAD-24).
Grupo E (LC): Dentro de este grupo de aislados, todos de Madrid, dos aislados
resultaron ser zimodema 34 (MAD-34) y el tercero, zimodema 24 (MAD-24).
En las Figuras 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 se muestran electromorfos obtenidos para las
cepas de referencia y algunos aislados con cada uno de los sistemas enzimáticos utilizadas.
En las Tablas 21 y 22 se resumen las características, origen y zimodenia de los
aislados caracterizados.
En la Tabla 23 aparece el número de zimodemas que se han encontrado dentro de cada
uno de los grupos. La distribución geográfica de cada uno de los zimodemas encontrados











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































TABLA 21.- Características de los aislados de Leishmanía de sujetos
inmunosuprimidos.
AISLADOS GRUPO GRUPO VIE CODIGO ORIGEN ZM
DE RIESGO DEL CDC































































































































































































ADVP: Adicto a drogas por vía parenterul
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fl) LO y VIH+





















a: CDC <Centers for Disease Control) (1986, 1987>
ADVP: Adicto a drogas por vía parenteral
Resultados 1(X)
TABLA 22.- Características de los aislados de Leishmania de sujetos
inmunocompetentes.




Scgui MHOM/ES/91/LLM-327 Menorca 34
Kalay MIiOM/ES¡93,LLM-39í Madrid
- Xcnodiagnóstíco
Lng MHOM/ES¡93/LLM-392 Boadilla <Madrid) 24
LS) LC
- fliopsia de piel
Jav,er MIIOM/ES/92/LLM-332 Tres Cantos (Madrid) 34
Zamora MHOM/ES/92/LLM-318 Madrid 34
Arenas MHOM/ES/92/LLM-3¡7 Móstoles (Madrid> 24
Tabla 23.- Número de zimodemas encontrado dentro de cada uno de ¡os grupos.
ZIMODEMAS






















Figura 13- Distribución geográfica de los zimodenias descritos en este trabajo.
Resultados ¡02
4.1.2.2, - Relaciones filogenéticas: Dendogrcvna
En ia Figura 14 aparece el dendograma construido a partir de la matriz de distancia
generada con los datos del polimorfismo enzimático aplicando el coeficiente de distancia
de Jaccard D(J), mediante el programa de taxonomía numérica TAXONOMIE (Serres y
Roux, 1986), para el conjunto de aislados tanto de sujetos inmunocompetentes como
inmunodeprimidos y cepas de referencia (apartado 15.1. de Material y Métodos). La
distancia media para el grupo de aislados de sujetos VIH+ fue de O’23, situilndose la
distancia máxima en 0>40 (entre MAD-! y MAD-SOl) y la mínima en O’11 (entre MAD-1
y MAD-34). Para el grupo de inmunocompetentes la distancia media fue de O’15, siendo
la distancia máxima de O’22 (entre MAD-1 y MAD-24) y la mínima en 0>11 (entre MAD-
1 y MAD-34).
4.1.2.3.- Analisis de genetica de poblaciones
Las pruebas descritas en el apartado 3.5.2.2. de Material y M¿todos se han llevado
a cabo sobre el grupo de aislados de sujetos VIH+ por ser un grupo con parecidas
características epidemiológicas.
Todas las pruebas, di, d2, e y f han sido significativas para el grupo de aislados
estudiados que si la población fuera panmíctica (hipótesis nula) la probabilidad de observar
un ziinodema o genotipo multilocus dado en cantidad igual o superior al que es
efectivamente observado, será de 1>65 x 10~ (p.c 0’02) (Prueba di). La probabilidad de
observar no importa cuál zimodema o genotipo multilocus en un ndmero igual o superior
al del genotipo más abundante en la muestra (Test d2) será de p=O’O08 (p.c O’02). La
prueba e fue significativa, la probabilidad de observar un número de genotipos multifocus
o zimodemas diferentes igual o inferior al que es observado en la muestra será de
p=O’0014 (¡,-cO’02). La prueba f fue significativa observandose un desequilibrio de





























































































































































4.2.- Caracterización mediante RAPD
Mediante la técnica de amplificación de ADN con iniciadores arbitrados (RAPD) se
han analizado un total de 50 aislados de Leishmania, 40 de ellos incluidos en el grupo A
(LV y VIH+), 3 aislados del grupo B (LC y VIH+), el aislada incluido en el grupo C,
3 aislados del grupo D (LV) y 3 aislados del grupo E (LC); además se estudiaron 15 cepas
de referencia: 5 cepas de referencia de zimodemas deL. <L.) ¿nfarnum presentes en España
(LEM-75, BCN-65, LEM-307, LEM-356, BCN-32), 5 cepas de referencia de especies del
Viejo Mundo (LRC-137, K-27, DDS, LRC-133, IPT-l) y 5 cepas de especies del Nuevo
Mundo (M-2903, M-l 176, M-379, PH-8, PP-75), Las características de cada uno de los
aislados y cepas de referencia aparecen en las Tablas 1, 2 y 3 de Material y Métodos. El
estudio se realizó utilizando 7 iniciadores (Al, A2, AS, A7, AlO, A12 y A15) según se
explica en el punto 3.4. de Material y Métodos.
4.2.1. - Variabilidad
En las Figuras 15, 16, 17, 18 y 19 se muestran los patrones obtenidos con los primers
Al, A2, AS, A7, AlO, A12 y Ah. En la Tabla 24 se muesn-an los resultados
correspondientes a las lecturas de los perfiles obtenidos con cada uno de los iniciadores
para los aislados y cepas de referencia estudiados en función del número de bandas.
Todos los iniciadores utilizados permitieron diferenciar los complejos L. infanzwn y
L. donovaní del resto de las especies. El perfil obtenido con el iniciador A15 para los
aislados deL. (L.) infantum y L. (L) chagasí (PP-75) fue diferente del observado para las
cepas de L. CL.) donovani (LRC-133, DD-8).
La variabilidad ha sido muy elevada en el total de aislados caracterizados <50 aislados)
encontrándose 41 genotipos multilocus diferentes. Dentro del grupo de aislados de
Leishmania de sujetos VIH+ (43 aislados) e] número de genotipos multilocus fue de 36.
Los iniciadores Al, A2, AS, AlO, A12 y A15 han sido polimdrflcos para L. (L.)








TABLA 24..- Genotipos obtenidos a partir de las lecturas de los perfiles con cada
uno de los iniciadores.
Cana 7.13 — 1 12 5-15.2? 9:15.19 8-14 99 2
Ana~~ 13-Ii 7 12 3-15-27 9.15-lS 8-It 99 2
— ——4——... .—..————————.
Arll¡tez 13 3-15.27 9-lS-II 8-14 2
......—...,.—....~.—.....—......
Palma 7 13-17 4.7 12 3-15.27 9.15-It 5-6 2-3
Cuadro. 713 3-15.27 9.15-19 2
Je0 3 1912 $1547 9.15.19 4-14
Cloerer4e 3 79 12 3-15-27 9.15-19 5.14 2
—
Mata. 93 79 12 3-15-27 9.15.19 8.14 8 2....-—..... ——.,.———.—..
Ft9~2~i5-21945.i9 ¡ 8~45—~ qibal
este”
2
4.12 3-15.27 9.15.19 - 8-íd a
—
2
Ar~ei 7-12 3-15.27 9.15-íD ¡ 8-14 5-8 2
•mwrtaroa 7-12 3-15.27 9.55-lS 8-14 8 2
AI,oyO 12 5-12-ES 9-15-19 8-14 - 8 2.3
Natalio 1317 712 3-15-27 9.15-19 8-lA 8 - 2
C.¡as 7 13-17 4.74-12 3.15-19.24-27 9-15-19 14 - 8 - 2
I~attqu. 41-12 8.10-lS 9.15-19 It 5-0 2
rf,rroi~o 713-17 4.1.12 3-lS 9.15-19 8-14 8 2
58140 13.17 12 3-15 9.15-19 5-14 9 2
59933 13-17 47 12 3-lS 9.1519 5.14 5-8 2
Míla 13-Ii 4-7 12 3-lS 9-15.19 8-14 5-0 2
13-Ii 7 12 3-lS 9-15-19 14 8 a
5025 13-17 4712 3-15 9.15-19 8-14 S-~ 2








jaw.er 13.17 44-9.12 3-5.15.17.25-27 9-15.19 8-’t 5-o 2
¿¿133ra 3 4-7.9.12 2.10—15-21 9.15-II 8-14 5-~ 2
Arenal 7-lS 4.1-12 3-lS 9.15-19 4-94 5-0 2
Squ’ 13-17 4-7.12 3-lS 9-15-19 8-It 5-0 2
L&fl9 1-13-17 12 3—10-15-24.25-21 9-15-19 ¡ 8.14 5-0 - 2
(aIfiy 7-lS 12 - $15.222? 9-15-It 8.14 5-0 2
Elena 3 7-12 3-15-2? 9.15-19 14 8 2
L¿M-75 13-II 4-12 3-95-27 9.15-19 8-1-4 5-8 2
LEPA-359 13-17 4-7.12 3-15-27 9.15.19 8-1-4 8 2
IEM307 13-17 7-12 3-15-27 9-15-19 8-14 a 2
Tornas 7-13 3-lS 9.15.19 8.14 8 2
Morarlo 7.13 3-9.10-lS 9.15-19 8-14 8 2
Lara 7.13 4-7 12 3-8-10.15 9.95-59 8-14 5-8 2
0e<g.r 13 3-15-2? 9.15.19 8-14 9 2
LGO<io< 5-13 3-15-17.2? 9.15-19 8-14 9 2
* — —
vehez 13 3-15.17.2? 915.59 5.14~ 8 2 -—
Ro.as 7.13 3.10.15.27 9.15-99 ¡ — 14 -- 8 2. ———.—— .. .....
Mano 7-13 8-719 3-10.15 9.15-lO fi 9 2
...— — —
.4ora 7-13 4791112 34-10.15 9-15.19 8-14 5-6 2
PLuma 13 3-9.15-17 9.15-19 8-14 8 - 2
Alce 13 3-9-15-Ii 0.15-19 8-14 99 2
uova 13-lS 29 3-lS 9.15.19 8-14 5-9 2
llawarl-o - 13.17 12 3-15-27 9-16-19 8.14 8 - 2
.1110 13.17 3-lS 9.15-lS 8-14 9 - 2
Amonio 13.17 3-lS 9-15-19 8-14 5-6 - 2
Dani.¡13’
7 99 3.12.I5.279.l5-19 8-94 5-0 - 2-3
[GaITIdo
To~nar
Al ¡ A2 ¡ AS A? Ato
7-13-1? 2 3-15-27 9.15-99 8-54 ¡ 5-8 2
1317 ¡ 4.112 3-15-21 9.15.19 14 ¡ 99
7-13 3-12 3-15.27 9.15.19 8-14 99
OCN-68 13-17 47 2 3-15-27 9-15.19 8-lA 9 2
BCN-32 7-13 12 3-15.27 9.15-19 8.14 5-8 21 —
00-0 5-13-17 99 3-lS 9-15-19 8-14 8 8
11-18 1 0 16.18 12-21 2-7-90-14 7 4
13-17 7-12 3-15.27 9-45-99 8-14 8 - 2
flO- 137 8-9~4 1.2-O 2415 44.16-22-23 3-9 lO 5
M-319 7-12 - 3-l0.13-1415-20 ‘8-13.14.21-23 11-14-20 6.1316
.——.—.——..——
PH4 2-lS 3-1411 — 7-11-20 7-8-lO- lO 4.14 2-0 995 e
ro-rs 3-lI 7-12 3-lS 9-15.99 14¡ 3-10.14 1 Cl5-1316l6 6 2-3.5.93.0 1-5-19-12-15 — 3-4 ___________
113 4-6 lO- 6- 3-1818 — 6 1-3.5.13-18 •- 1 5.1112-lS 3-4 - -
1110-133 13-17 99 3-15.19 9-24 14 99
ji?
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4.2.2. - Relaciones filogenéricas: Dendogramo
En la Figura 20 se muestra el dendograma construido a partir de las matrices de
distancias obtenidas en función del número de bandas (apartado 3.5.1. de Material y
Métodos), aplicando el coeficiente de distancia de Jaccard D(J) mediante el programa de
taxonomía numérica TAXONOMIE (Serres y Roux, 1986) al conjunto de aislados, tanto
de sujetos inmunocompetentes como inmunodeprimidos y cepas de referencia. La distancia
media para el grupo dc aislados de sujetos VIH+ fue de 0>29, la máxima se sitial en 0’65
(ente los aislados Manu, MAD-l y Arroyo, MAD-]) y la múuinia en 0’066 (entre Espín,
MAD-l y BCN-32, MAD—33). Para el grupo de inmunocompetentes la distancia media
situci en 0’30, siendo la máxima de a’42 (entre Lang, MAD-24 y Javier, MAD-34) y la
mínima de 0>12 (entre Menas, MAD-24 y Seguí, MAD-34).
4.2.3. - Análisis de genética de poblaciones
Las pruebas de genética de poblaciones se explicaron en el apanado 3.5.2. de Material
y Métodos, estas pruebas se han realizado sobre los aislados incluidos en los grupos A y
B (VIH+) que reúnen similares características epidemiológicas igual que en caso de la
caracterización enzimática. Sólo las pruebas, di y e han sido significativas para el grupo
de aislados estudiados. Las pruebas d2 y f no han sido significativas. La probabilidad de
observar un genotipo multilocus o rapdema dado en cantidad igual o superior al que es
efectivamente observado ha sido de 315 x iCÉ (p.c 0’02) (Prueba di). La prueba e fue
significativa: la probabilidad de observar un número de genotipos multilocus o rapdemas








































































































































































4.3. Caracterización mediante sondas de ADN
Se han caracterizado mediante la sonda de ADNg 7-059 específica para el complejo
de L. donovaní s.l. y la sonda pDK2O específica para L (L) infanmm, una serie de
aislados humanos con el fin de estudiar los patrones de hibridación en términos de
variabilidad. Las características de las dos sondas utilizadas se recogen en el apartado
3.32. correspondiente a Material y Métodos.
4.3.1. - Caracterización mediante sondas de ADNg
Los ADNg de los aislados estudiados se digirieron con los enzimas de restricción Pst-
1, para ser estudiados con la sonda 7-059 y con HindllI/BaniH 1 para ser estudiados con
la sonda pDK2O. Posteriormente se sometieron a electroforesis en geles de agarosa y se
transfirieron a filtros de nylon por capilaridad segdn Southern (1975). A continuación se
hibridaron con las sondas de ADNg según se explica en el apartado correspondiente de
Material y Métodos.
4.3. 1. 1.- Caracterización de aislados hunwnos con la sonda 7-059
El patrón de hibridación obtenido con la sonda 7-059 para alguno de los aislados se
muestra en la Figura 21. Las bandas de 6.3, 3.0, 1.6, 1.4 y 08 kb son características para
el complejo de Leishmania donovaní s.l. (Van Eys a al., 1989). En la Figura 22 se
muestra un diagrama con el patrón de hibridación obtenido para cada uno de los aislados
y cepas de referencia estudiadas. La diferencias observadas en los patrónes de hibridación
nos permitió establecer cierto grado de variabilidad entre los aislados estudiados. El
dendograma construido a partir de la matriz de similaridad aplicando en índice de Jaccard
mediante el programa de taxonomía TAXAN se muestra en la Figura 23. Todos los
aislados estudiados quedaron separados en 5 genotipos: A, B, C, D y E.

1 2 3 4 6 6
Resultados 115
7 6 9 10 11 12 ia 14 16 16 17
2.3—
1 .5— — — — — ——— — — —— —— — — — —
0.6—
za CE O
E ~ CC8 CC





O CC O w -~ ena~ aj k- O




Figura 22.- Diagrama correspondiente al patrón de hibridación obtenido con la
















Figura 23.- Dendograma construido a partir de la matriz de distancia generada con
los datos del polimorfismo enzimgtico utilizando el programa de taxonomía TAXAN






4.3.12. - Caracterización de aislados humanos con la senda pdK2O
El patrón de la hibridación correspondiente a los aislados estudiados se muestra en la
Figuras 24 y 25. En la Figura 26 se muestra un diagrama del patrón de hibridación
obtenido. Con esta sonda se obtiene un patrón característico para L. (L) infanwm (Van
Eys et al., 1991). Todos los aislados estudiados presentaron ia banda característica para
L. (L.) infaníum de 18 kb. Sin embargo pudimos observar como algunos aislados
presentaban una banda de 4 kb característica junto con la de 14 kb para L <14 donovan!
(Van Eys el aL, 1991). Ademds es de destacar la presencia de dos bandas de 17 y 16 kb
en la cepa de referencia LEM-425 (MON-SO). El dendograma construido a partir de la
matriz de similaridad obtenida aplicando el coeficiente de distancia de Jaccard mediante
el programa de taxonomía TAXAN se muestra en la Figura 27. Todos los aislados
estudiados quedaron agrupados en dos genotipos próximos entre sí, siendo la similaridad
entre ambos de 0’750. Cada uno de los genotipos agrupé a aislados pertenecientes a
diferentes zimodemas. La cepa de referencia LEM-425 (MON-SO), argelina, quedó
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Figura 26.- Diagrama correspondiente al patrón de hibridación obtenido con la






















Figura 27.- Dendograma construido a partir de la matriz de distancia generada con
los datos del polimorfismo enzimático utilizando el programa de taxonomía TAXAN
aplicando el índice de similaridad dc Jaccard S(i).
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4.4< Caracterización del aislado ANA
El aislado denominado ANA (MHOM/ES/91/LLM-325) se obtuvo a partir de un
aspirado de médula ósea practicado a una enferma ADVP y VIH+ (IVC-l) de Madrid.
La caracterización enzimática de este aislado se inició junto con los otros aislados de
Leishmania de sujetos según se describe en el apartado 3.2. de Material y Métodos. En los
primeros geles que realizamos nos sorprendió la diferente movilidad que presentaba este
aislado con cada sistema enzimdtico en relación a los diferentes marcadores utilizados y
el resto de los aislados (Figura 28). Por tanto, decidimos tratar su caracterización mediante
sondas de ADN y analisis enziniático en un capítulo aparte.
4.4.1. - Caracterización mediante sondas de ADN
4.4.1. 1.- Caracterización con las sondas de ADNg 7-059. pDK-20 y pDK-10
Las características de las sondas de ADN recombinante 7-059, pDK2O y pDKIO, se
detallan en el apartado 3.3.7. de Material y Métodos. La caracterización del aislado ANA
mediante estas sondas se llevó a cabo según se explica en el mismo apartado de Material
y Métodos. En el caso de las sondas 7-059 y pDK-10 los ADNs genómicos de todas las
cepas de referencia utilizadas así como del aislado ANA y otras especies de
tripanosomátidos se digirieron con el enzima de restricción Pst- 1 y con HindlI]/BamH 1 en
el caso de la senda pDK2O (Material y Métodos 333.).
Caracterización inicial del aislado ANA con las sondas 7-059, pDK2O y pDKIO
En la Figura 29 se muestra el patrón obtenido después de la hibridación con la senda
7-059. Las cepas de referencia deL. (L.) infantum LEM-75, LEM-307 e IPT-l, así como
el aislado de L. (L.) infantun¡ Jiro y la cepa de referencia de L. <1.) major 5-ASKH,
mostraron el patrón dc hibridación característico con esta sonda, sin embargo no hubo
hibridación cruzada del aislado ANA con esta senda a pesar de una larga sobreexposición.
En la Figura 30 se muestra el resultado de la hibridación con la senda pDK2O. Como
en el caso de la hibridación con la senda 7-059, no se observó h¡bridación cruzada del
aislado ANA con esta sonda. El patrón obtenido para las cepas de referencia de L (U
infanrum LEM-75I LEM-307 e IPT-l así como para el aislado uro y L. <‘U.) majar 5-
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ASKH, fue el esperado para esta sonda.
El resultado de la hibridación de los ADNg de las cepas de referencia de U. <L.)
infanrum LEM-75, LEM-307 e IPT-1, del aislado uro, de la cepa de referencia deL. <1-)
major 5-ASKH y el aislado ANA se muestra en la Figura 31. Tampoco hubo hibridación
cruzada del aislado ANA con esta sonda.
Caracterizacion del aislado ANA y otros tripanosomóridos con las sondas 7-059. pDK2O
y pDKJO.
Con el objeto de estudiar el patrón de hibridación con otros tripanosomdtidos, se
realizó la hibridación con el ADNg del aislado ANA. Se utilizaron también las cepas de
referencia de U. <‘U.) infantum LEM-75 y LEM-307, los aislados deL. <7,.) infantum Arce,
Natalio, Angel y Espín) y los tripanosomátidos Crúhidia fasciculaza, Ueptomonas
cren oceplzali, Herperomonas mnuscarum y Endatrypanum schaudinni. El resultado de la
hibridación con la sonda 7-059 aparece en la Figura 32. Con todos los aislados y cepas de
referencia de U. <7..) infarnum se obtuvo el patrón característico, sin embargo, no hubo
hibridación cruzada con el aislado ANA ni con otros tripanosomátidos. Los mismos
resultados se obtuvieron con las sondas pDK2O (Figura 33) y pDK1O (Figura 34).
4.4.1.2. - Caracterización con la sonda de ADNk k-J/307
El ADNk del aislado ANA así como los ADNk de ]as cepas de referencia de L. (L.)
infantum (LEM-307 y BCN-65) y de diferentes especies de tripanosomdtidos: C.
fasciculata, E. schaudinni, U. ctenocephali y II. muscarum se digirieron con el enzima de
restricción Hae III (Material y Métodos 3.3.3.) se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa y se transfirieron por capilaridad. La hibridación posterior con la sonda
de ADNk k-l/307 se realizó según se explica en el apanado correspondiente (Material y
Métodos 3.3.6.). Como se puede observar en la Figura 35, se obtuvo una fuerte se!lal de
hibridación con las cepas de referencia de U. (U.) infarnwn LEM-307 y BCN-65, pero no









4.4.1.3. - Homología del ADNkyADNg del aislado ANA con otras especies de Leishmania
y otros uypanosorndtidos
Con el fin establecer la homología entre el ADNk y ADNg del aislado ANA con el
de otras especies de Leishmania y tripanosomdtidos. 500 ng de ADNk y ADNg de ocho
especies de Leishmania (U. (L) infantum (LEM-75, LEM-307, IPT-t), L. <1.) chagas!
(PP-75), U. (L.) donovan! (DD8), U. (744 tropica (K-27), U. (11.) major (LRC-137), U.
(L.) mes/erina (M-.379) y U. (U.) amazonensis (PH-E)), de otros tripanosomátidos (C.
fasciculara, E. schaudinni, U. ctenocephali y II. muscarum y del aislado ANA, se
transfirieron por vacío (“Slot-blot”) a filtros de nylon (Material y Métodos 33.12.) y se A
hibridaron con 25 ng de ADNk y ADNg del aislado ANA marcado con ¡>32 segdn s
explica en los apartados 3.3.6.2. y 3.3.7.2, de Material y Métodos.
El resultado correspondiente a la hibridación con el ADNk del aislado ANA marcad
con ¡>32 se muestra en la Figura 36. La autorradiografia obtenida después de 3h 30’ de
exposición (A) muestra una fuerte señal de hibridación con el ADNk homólogo. No hubo
hibridación cruzada con el ADNk de ninguna de las especies de Leishmania ni con otros
tripanosomátidos. Después de 24h de exposición (13) se observó una ligerísima seña] de
hibridación con el ADNk de G’, fasciculosa y E. sehaudinní. No se aprecié hibridación
cruzada con el ADNk de ninguna de las especies de Leishmania y con los otros
tripanosomátidos.
La Figura 37 recoge el resultado obtenido después de la hibridación con el ADNg
del aislado ANA marcado con P~. Después de 3h 30’ de exposición (A) sólo se observé
una fuerte señal de hibridación con el ADNg del aislado ANA. La autorradiografia
obtenida a las 24h de exposición (13) muestra una ligera hibridación con todos los ADNg
de Leishmania y tripanosomdtidos que no fue comparable en ningun caso con la fuerte

















4.4.2. - Caracterización enzimótica
Con el fin de establecer de manera más precisa la identidad del aislado ANA
realizamos su caracterización enziniática mismo mediante 15 sistemas enzimáticos, según
se explica en el apartado 3.2. de Material y Métodos, Los perfiles enzinidticos obtenidos
para el aislado ANA se compararon con los obtenidos para la cepa de referencia de U. <74
infantum LEM-75 y con las otras especies de tripanosómatidos: U fasciculata, U
muscarum, L. ctenocephali, E. schaudinni y £ rarentolae.
En la Tabla 25 aparecen los valores de cada uno de los electromorfos obtenidos con
cada sistema enzimático para el aislado ANA, la cepa de referencia de U. <~.) infantum
LEM-75 y otras especies de tripanosomátidos. Como se puede observar en la Tabla 25 y
en las Figuras 38, 39, 40, 41, 42 el aislado ANA presentó electromorfos con valores muy
diferentes de los obtenidos con la cepa de referencia de L. <‘U.) infantum LEM-75. Asi
mismo, ninguna de las especies de tripanosomátidos utilizadas en el estudio mostró u
patrón isoenzimático igual al del aislado ANA.
En la Figura 43 se muestra el dendograma construido a partir de la matriz d
similaridad obtenida con los datos del polimorfismo enzimitico mediante el programa d
taxonomía numérica TAXAN aplicando el coeficiente de similaridad de Jaccard S(J
(Material y Métodos 3.5.1.). Del análisis de agrupamiento se puede observar que exist
una mayor proximidad filogenética entre L. (U.) infantum y 8. ¡arentolae (0’286) que co
L. c~enocephali (0’143) y U. muscan¿m (0’071), No existe ningún grado de similarida
entre U. <t) infantum y C. fasciculata, E. schaudinni y e! aislado ANA. Asi mismo, n
existe ninguna proximidad filogenética entre el aislado ANA, L. (U.) infantum y lo
tripanosomátidos estudiados (0’000). Dentro de los tripanosomátidos la mayor proximidad











































































































































































































































































































































































Figura 43< Dendograma construido a partir de la matriz de distancia generada con
los datos del polimorfismo enzimdtico utilizando el programa de taxonomfa TAXAN
y aplicando el Indice de similaridad de Jaccard S(J).
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ti.- Caracterización del aislado humano de ANGOLA
Se ha realizado la caracterización de un aislado de Leishmania, PAULO
(MHOM/AO/91/LLM-85), de un sujeto de 26 años de edad de Angola, sin historial previo
o antecedentes de haber trabajado fuera de este país y que llevaba residiendo en España
tres meses, tiempo insuficiente para presentas una esplenomegalia que alcanzaba la fosa
ilíaca derecha. Los parásitos se aislaron en medio NNN a partir de médula ósea y fueron
caracterizados mediante sondas de ADN y análisis enzimdtico.
4.5.1. - Caracerización mediante sondas de ~4DN
4.5.1.1. - Caracterización con la toada de .4DNk ¡<-1/307
El ADNk del aislado PAULO así como los ADNk de las cepas de referencia de L.
<U infantum (LEM-75, LEM-307, IPT-l) y de diferentes especies del Viejo Mundo (5-
ASKH, LRC-133, LRC-32) se digirieron con el enzima de restricción Rae III (Materia]
y Métodos 3.3.3.) se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa y se
transfirieron por capilaridad. La hibridación posterior con la sonda de ADNk se realizó
segdn se explica en el apanado correspondiente (Material y Métodos 3.3.64. Cuando el
ADNk del aislado PAULO fue caracterizado con la sonda de ADNK k-1!307, se obtuvo
una fuerte señal de hibridación, similar ala obtenida con las cepas de referencia deL. CL)
infantum (LEM-307, IPT-l y LEM-75) y L. (U.) donovaní s.s (LRC-133) (Figura 44),
Estos datos confirman la relación entre el aislado PAULO con U. (U donovani s.l.. No
se observé hibridación cruzada del aislado PAULO con U. (L.) ¡ropica (LRC-32).
4.5.1.2.- Caracterización con las sondas de ADA?g 7-059, pDK2O y pDKIO
Para la caracterización de este aislado se utilizaron tres sondas de ADN recombinante:
7-059, pDK2O y pDK1O, cuyas características se detallan en el apanado 3.3.7. de Materia]
y Métodos. La caracterización mediante estas sondas se llevó a cabo según se explica en
el mismo apartado de Material y Métodos. En el caso de las sondas 7-059 y pDK-I0 los
ADNs genémicos de todas las ceras de referencia utilizadas así como del aislado PAULO
se digirieron con el enzima de restricción Pst-l y con HindlII/BamHl en el caso de la
senda pDK2O (Material y Métodos 3.3.3.).
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El patrón de hibridación obtenido para el aislado PAULO con cada una de las sondas
se comparé con los obtenidos con las cepas de referencia de L. (U.) infarnum LEM-75 e
IPT-I (MON-l) y de especies del Viejo Mundo: L. (L.) donovani (LRC-]33), L. <y-..)
tropica (LRC-32) y L. CL) inajor (5-ASKH). En el caso de la sonda pDK2O también se
utilizó la cepa de referencia de L. (U.) infarnum LEM-425 (MON-SO).
Caracterización con la sonda 7-059
Los resultados obtenidos con la sonda 7-059 se muestran en la Figura 45. El aislado
PAULO presenté el mismo patrón que los marcadores de L. (L) donovani s.l. (L. (L)
infantum (IPT-l, LEM-75) y L. (U.) donovani s.s (LRC-133)), pero diferente deL. (L)
major (5-ASKH) y L. (U.) ¡ropica (LRC-32). Las bandas de 6.3, 3.0, 1.6, 1.4 y 0.8 Kb
son específicas para las especies de Leishniania que causan LV (Van Eys et al., 1989).
Caracterización con la sondo pDK2O
El patrón obtenido después de la hibridación del ADNg del aislado PAULO, con la
sonda pDK2O (Figura 46), está relacionado con el obtenido para las cepas de referencia
cje L. (U.) infan¡-um LEM-75, IPT-l (MON-1) y LEM-425 (MON-SO) y no con el de L.
(L.) donovani (LRC-133). El aislado PAULO presentó el fragmento de 18 Kb
característico de L. <U) infantum que no presenta L. CL) donovani (Van Eys el al.,
1991).
Caraeterización con la sondo pDKJO
En la Figura 47 se muestra el resultado de la hibridación del ADNg del aislado Paulo
con la sonda pDKIO. El aislado PAULO presentó el mismo patrón que las cepas de
referencia de 1,. (L.) infantum, claramente diferente del deL. (U.) tropica, L. (U.) major






4.5.2. - Caraclerización enzimática
El análisis enziniático sc realizó mediante 14 sistemas enzimáticos y 15 loci como se
indica en el apartado 3.2. correspondiente a Material y Métodos. Los perfiles enzimáticos
obtenidos para el aislado Paulo, con los diferentes s¡stemas enzimiticos, se compararon con
los obtenidos para las cepas de referencia de diferentes zimodemas de L. <Li infantum,
presentes en España (LEM-75, LEM-356 y LEM-307), así como con los obtenidos para
las cepas de referencia de le¡shmanias del Viejo Mundo (JPT-1, 5-ASKH, LRC- 147, K-27,
LRC-32 y LRC-133).
Este aislado presentó electromorfos con los mismos valores para todos los sistemas
enzimáticos que las cepas de referencia deL. <1.) infantum, LEM-75 e IPT-l (MON-1),
pero diferentes a los presentados por otras especies, por lo que quedé caracterizado como
L. (U.) infan¡um, zimodema MAD-l. En la Tabla 26 se muestra el valor de los
elecú-omorfos obtenidos con cada uno de los sistemas enzimáticos utilizados. En la Figura
48 aparecen los electromorfos obtenidos con los sistemas enzimáticos, CPI, (lOT. El
patrón obtenido para e] sistema enzimático GP! separé este aislado de L. (L.) tropica, L.
(L) major y L. <7..) aedziopica pero no de L. CL) donovaní. El electromorfo (lOT113
permitió diferenciar este aislado no sólo de L. (7..) aethiopica, L. (1.) major y L. (L)
¡ropica sino además de L. (U.) donovani. En la Figura 49 se muestra el patrón obtenido
con los sistemas enzimáticos GÓP, 6P0 y MDH/EM para e] aislado Paulo y las diferentes
cepas de referencia. La movilidad del aislado Paulo para la G6P difiere de la de las cepas
de referencia de L. (L.) infantum LEM-356 (MON-33) y LEM-307 (M’ON-29) y es
equiparable ala de las cepas de referencia deL. <Li infanwm IPT-l y LEM-75 (MON-l).
Los datos del polimorfismo enzimático fueron analizados con el programa de
taxonomía numérica TAXAN, aplicando el Indice de similaridad de Jaccard S(J) (apartado
3.5.1. de Material y Métodos>. El dendograma construido a partir de la matriz de
simularidad con los datos del polimorfismo enzimdtico aparece en la Figura 50. En este
dendograma se observan tres ramas claramente individualizadas que separan las especies
incluidas dentro de los complejos de L. ahajar, L. aefldopica y L. tropica de tos complejos


























































































































































































































































































































































































































































































Figura 50.- Dendogrania construido a partir de la matriz de distancia generada con
los datos del polimorfismo enzimático utilizando el programa de taxonomía
numórica TAXAN y aplicando el Indice de sinijiaridad de iaccard S(i).
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.5. 1. - Caracterización enzimórica
Los 31 aislados caninos caracterizados en este trabajo han resultado ser L. (L)
infanrum MAD- 1 (Tabla 17). En la región Mediterránea el perro es el principal reservorio
de L. (U.) infantwn. En Espafla se calcula que entre el 3% y 5% de los perros son
seropositivos (Ministerio de Sanidad, Programa Nacional de Control de Leishmaniosis,
datos no publicados). Los trabajos de caracterización de aislados caninos llevados a cabo
en España hasta hace muy poco tiempo, sólo hablan puesto de manifiesto la presencia del
zimodema 1 (Lanotte eral., 1981; Portús eraL, 1986; Alvar y Ortiz, 1987; Alvar, 1988).
Recientemente se ha aislado el zimodema MON-77 de gánglio poplíteo en 6 perros y en
dos ocasiones también de lesiones cutáneas {Gdllego el aL, 1993) y MON-lOS se ha
encontrado en lesiones cutáneas de un perro en la provincia de Granada (Martin a al.,
1994). MON-77 se ha aislado también de médula ósea en un nifio de dos años, de
Phleboíomus perniciosus (Gállego er aL, 1993) y en un caso de coinfeción Leishmania-
VIH (Pratlong eral., 1994) y MON-lOS se ha podido aislar de Phleboromusperniciosus
<Martin a al., 1992). Otros zimodemas, además de MON-1, pero en menor proporción
como MON-72, MON-77 y MON-98 se han descrito en aislados caninos en países de la
cuenca Mediterránea. El zimodema MON-72 se ha aislado en cuatro ocasiones de ganglio
poplíteo de perros en Nápoles, Italia. Este zimodema se encuentra asociado a] zimodema
MON-l en la misma especie de hospedador (perro y humano) provocando aparentemente
la misma sintomatología (Gramiccia eral., 1992c). Una situación similar ha sido descrita
en El Agamy, Egipto donde el zimodema MON-98 ha sido descrito tanto en aislados
caninos como humanos (Youssef eral., 1989; Shetata eral., 1990).
Existe en la literatura un caso de leishmaniosis en un perro de la región del Priorato,
Tarragona que fue debida a la presencia simultánea dedos zimodemas MONi y MON-77
en piel y ganglios poplíteos (Pratlong er al., 1989a). En nuestro caso no fue así y se
obtuvo el mismo zimoderna (MAD-l) de tres perros, Doberman, Belga y Perdiguero, en
que las leishmanias se aislaron de médula ósea y también de sangre mediante
Kenodiagnóstico (Molina a aL, 1994b) se obtuvo el mismo zimodema. Tampoco
encontramos diltrentes zimodemas en aislados de piel, monocitos de sangre periférica o
ganglio poplíteo obtenidos del mismo perro (aislados 30 y 37).
El análisis enzimático dc 52 aislados humanos de Le¡shrnania, 44 dc sujetos
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VIH+, 7 de sujetos inmunocompetentes y un aislado de un transplantado renal, nos ha
permitido establecer la variabilidad que presenta L (U.) infamum en España.
Sorprendentemente, hemos encontrado ocho zimodemas diferentes: MAD-1, MAD-24,
MAD-28, MAD-29, MAD-34, MAD-183 y MAD-.501 en el total de aislados
caracterizados (ver Tablas 19, 20, 21 y 22). El zimodema MAD-l ha sido el mayoritario
y estuvo presente en 22 ocasiones. Hay que tener en cuenta que este ziniodema es el más
ampliamente distribuido en los paises de la Cuenca Mediterránea, y es responsable dcl 90%
de las LV en sujetos inmunocompetentes y también aparece en LC. Este zimodema ha sido
descrito previamente en la asociación Leishmania-VIH en España (Alvar e: al., 1987;
Portús eral., 1989), Francia (Bernard eral., 1988; Marty es aL, 1989) e Italia (Gramiccia
e: al., 1992b). Nosotros hemos encontrado MAD-l en dos casos de LV en
inniunocompetentes, uno de Madrid y otro de Segovia y también en una enferma que hab<a
sufrido un transplante renal. Dentro del grupo de sujetos coinfectados, MAD-l estuvo
representado en 19 aislados, 14 de Madrid y 5 de Mallorca, lo que representa sólo el 43%
del total. Uno de tos aislados se aislé de una LC en un homosexual de la provincia de
Madrid -
Otro de los aislados caracterizados dentro del grupo de LV y VIH +, de un sujeto
de Alicante resulté ser un zimodema MAD-28. Este zimodema se aisld por primera vez
en España en un caso de LV en una niña de un año con residencia habitual en Barcelona
(Portds e: al., 1986), pero se ha podido aislar también de sujetos VIH+ en esa ciudad
(Portús es al., 1989).
En la leishmaniosis visceral en el sujeto coint’ectado es común no sólo encontrar
aislados pertenecientes a zimodemas viscerales como el ZM-l, sino también zimodemas
cutáneos debido a la anergia en la que se encuentran estos enfermos (Jiménez et al., 1991.
1993). Así, e] ZM-29 se habla descriuo en España como responsable de LC en un adulto
con residencia en Barcelona (Portús eral., 1986) y el ZM-33 se habla aislado dc lesiones
cutáneas en un niño de 8 años yen un sujeto VIII + (Portds a aL, ¡989). Nosotros hemos
encontrado ambos zimodemas en este tipo de asociación. Así MAD-33 1w! aislado en 5
ocasiones de médula ósea y en tina de 1W, en uno de los casos mediante xenodiagnést¡co
(Molina e: al., 1992). Tres aislados de médula ósea de Madrid. Mallorca y Alicante
resultaron ser MAD-29.
El ZM-24 ha sido aislado de lesiones cutáneas en el norte de Argelia (Belarzoug a
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al., 1985, 1986), norte de Túnez (Pratlong eral,, 1989; Ben Ismail e: al., 1986), e Italia
(Gramiccia e: al., 1986, 1987, 1992b). Así mismo, se ha aislada en Argelia de
Phleboromus perfiliewi (Izri y Belazzoug, 1993) y en Portugal de Phlebormus ariasí (Pires
e: al., 1991; Abranches e: al., ¡992). Este zimodema ha sido descrito en la asociación
leishmaniosis y VIH±en Italia (Gradoni e: aL, 1990; Gramiccia e: al., 1992b), Francia
(Marty e: al., 1991; Rosenthal e: aL,1993) y Portugal (Abranehes eta!., 1993; Canipino
e: al., 1994) y recientemente en España (Ríen e: al., 1994; Set-ra e: al., 1994). No só]o
lo hemos encontrado en siete aislados de sujetos VIH+ todos ADVP de la provincia de
Madrid si no que también ha sido aislado en sujetos inmunocompetentes tanto como agente
productor de LV (1) como de LC (1) en adultos de Madrid, resultado que coincide con los
obtenidos por Serra e: al. (1994) quienes describen un caso de LC debida al zimodema
MON-24 en Palma de Mallorca.
Sólo uno de los aislados dentro del grupo Leishmania y VIH+ resulté ser MAD-34,
zimodema dermotropo, descrito hasta el momento en Francia en sujetos
inmunocompetentes (Rioux e: al., 1986; Moreno eral., 1986b) y en Argelia (Pratlong e:
aL, 1994), recientemente este zimodema ha sido descrito también en la asociación
Leishmania-VIH (Riera e: al., 1994). Nosotroa también hemos aislado este zimodema en
inmnunocompetentes, en un caso de LV de Menorca y en dos casos de LC, ambos de
Madrid.
Los aislados Garrido, Cuadros, Lara (LV y VIH+) y Navarro (LC y VTH+)
resultaron ser una nueva variante enzimdtica, MAD-183, aislada de tres sujetos ADVP de
Madrid y Córdoba y un hemofílico de Jaén. Este mismo zimodema ha sido descrito en
Francia en dos casos de LV y VIH+, los dos ADVP y originarios de Valencia lugar en
el que contrajeron la infección de acuerdo a las historias clínicas (Pratlong e: aL, 1993;
Laznau¡y eral., ¡993) y en España (Riera e: al., 1994). Hasta el momento este zimodema
sólo ha sido descrito en nuestro país en esta asociación y probablemente se trate de un
nuevo zimodema con características dermotropas que visceraliza en sujetos VIH+, ya que
nosotros lo hemos aislado también en un caso de LC y VIH+.
El zimodema denominado por nosotros MAD-SOl, sujeto a renominacién con código
internacional por el Laboratoire d’Ecologie Médicale, Montpellier, es una nueva variante
enzim-¿tica que hemos encontrado en dos aislados de la provincia de Madrid. De uno de
los sujetos de los que se alsió esta nueva variante no se consiguieron los datos clínico-
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epidemiológicos,pero el otro sujeto era homosexual. Este nuevo zimodema comparte
características enzimáticas con el ZM-29, derniotropo, y el ZM-183 (probablemente
derniotropo), por lo que pensamos que se trate de otro zimodema que sufra visceralización
en este tipo de sujetos, aunque todavía no se ha encontrado en LC (Jiménez e: al., en
prensa).
Los zimodemas MAD-183 y MAD-501 no se han encontrado en leishmaniosis
habituales hasta ahora, por lo que parecen ser variantes que sólo producen leishmaniosis
en sujetos coinfectados. Una observación similar se ha realizado en Italia donde se ha
descrito un caso de LV en VIH+ debida a una nueva variante, MON-136, zimodenia
probablemente dermotropo que comparte características enzímáticas con dos zimodemas
dermotropos MON-78 y MON-III agentes productores de LC en inniunocompetentes
(Gramiccia e: al., 1992b).
En España mus del 85% de los casos de VIH asociado a leishmaniosis tiene lugar
en ADVP. En nuestro caso en concreto, de 44 aislados estudiados y teniendo en cuenta que
se conocían los datos de 38 de ellos, el 84,2% procedían de sujetos ADVP (32), 10,5%
de homosexuales (4), 2,6% de hemofílicos (1) y un 2,6% de heterosexuales (1). De 34
aislados, 26 de ellos (76,4%) frieron aislados de sujetos que presentaban infecciones
oportunistas diagnósticas de SIDA (grupo IVC-1), 4 aislados (11,7%) de sujetos
as¡ntomáticos (grupo II), 3 aislados (8,8%) de sujetos que presentaban otras infecciones
asociadas además de las diagnósticas de SIDA (grupo IVC-2) y 1 aislado (2,9%) de un
sujeto que tenía neoplasias asociadas <grupo IVD). La variabilidad en el número de
zimodemas encontrado dentro de este grupo y la presencia de alguno de ellos que no son
comunes en sujetos inmunocompetentes, como es el caso de los zimodemas MAD-183 y
MAD-SOl, hasta ahora sólo descritos en esta asociación, y su ausencia en aislados caninos,
permite establecer la hipótesis de que estos sujetos coinfectados puedan actuar como
reservorios potenciales de estos zimodemas dentro de la comunidad de ADVP. En este
sentido, las jeringuillas podrían actuar como vehículos de los macréfagos circulantes
infectados (Alvar y Jiménez, 1994). Hay que tener en cuenta que en estos sujetos se
pueden observar con relativa facilidad amastigotes en macrófagos de sangre periférica
(Martínez e: al., 1993) y que Phlebo:ornusperniciosus, alimentados experimentalmente con
sangre de estos enfermos, reproducen sistemdticamente la infección (Molina eral., 1994a).
Por otro lado, la presencia de nuevos zimodemas que visceralizan en sujetos VIH±que
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no aparecen en inmunocompetentes sugerida la avirulencia de los mismos, de manera que
el tropismo de L. (L) infanturn y por tanto su virulencia estaría influenciada por el estado
inmunológico del sujeto en cuestión (Gradoni y Gramiccia, 1994).
En cuanto a las relaciones filogenéticas, el dendograma construido a partir de los
datos del polimorfismo enzimático (Material y Métodos 3.5.) nos ha permitido establecer
que las distancias entre todos los zimodemas son bajas. La distancia media para el conjunto
de aislados de sujetos inmunocompetentes e inmunosuprimidos ha sido de 0’2. A este
grado tan bajo, la jerarquización no es significativa (ver Figura 14, página 103). La mayor
proximidad fenética o mayor grado de similaridad (menor distancia) corresponde a aquellos
zimodemas que difieren en la movilidad para un sólo sistema enzimultico (0’ 11) como entre
MAD-l y MAD-34, MAD-34 y MAD—183, MAD-34 y MAD-24, MAD-SOl y MAD-29,
MAD-33 y MAD-29, MAD-80 y MAD-24, MAD-28 y MAD-24. Por el contrario, la
distancia máxima se da entre aquellos zimodemas que presentan diferente movilidad para
cuatro sistemas enzimáticos como MAD-! y MAD-501 (0’40). MAD-SOl se encuentra,
sin embargo, más próximo a MAD-29 (0’l 1), ziniodema dermotropo, y MAD-183 más
relacionado con MAD-34 (0’ 11), también dermotropo, lo que apoyarla como dijimos
anteriormente que ambas variantes, hasta el momento sólo encontradas en casos de
coinfección, puedan ser zimodemas dermotropos que visceralizan en este tipo de sujetos
como dijimos anteriormente.
El estudio de la variabilidad de L (JI.) infanrum en términos de teoría clonal y
genética de poblaciones se realizó sobre el grupo de aislados de sujetos VIII +, por estar
representado por un mayor número de aislados que reunía similares características
epidemiológicas. Todas las pruebas de recombinacién se explicaron en el apanado
correspondiente de Material y Métodos y aunque no son indicativas directamente de que
el modo de propagación sea clonal, sí nos dan una aproximación de desviación a la
panmixia. Hay que tener en cuenta que entre ambos tipos de población, es decir, población
clonal y población panmictica pueden existir un sinfín de situaciones intermedias, al igual
que se ha podido demostrar también en las poblaciones bacterianas (Smith a aL, 1993).
Esta misma situación se da en poblaciones de protozoos parásitos y así, por ejemplo, se
habla de “clonalidad epidémica’ en Plasmodíwn falciparuin, especie considerada
panmíctica en la que se han observado, sin embargo, episodios de propagación clonal en
algunas poblaciones (Read e¡ al., 1992; Ben Abderrazak, 1993); y en algunas poblaciones
Discusión 159
de T¡ypo.nosoma cruz! se han observado episodios de “evolución clonal” debido a la gran
variabilidad genética encontrada en algunos clones (Barnabé y Tibayrenc, 1994; Bastrenta
e: al., 1994) a pesar de considerarse una especie btsicamente clonal (Tibayrenc e: al.,
1986; Tibayrenc y Ayala, 1987). El “modelo clonal” es perfectamnete compatible con
algunos fenómenos de sexualidad que se han observado en Leishmania (Pag~s eta!,, 1989;
Lanotte y Rioux, 1990; BafluIs, 1993) y 7’. brucel (Tait y Turner, 1990; Jenni, 1990) ya
que no implica que estos fenómenos no se puedan dar o estén ausentes, si no que no son
lo suficientemente frecuentes para romper la estructura de la población clonal <Tibayrenc,
1994).
En nuestro caso, todas las pruebas de recombinackSn fueron significativas, lo que
implicaría que en el conjunto de la población estudiada, aislados de sujetos VIH+, hay una
desviación a la panmixia o libre recombinación lo que constituye la base del “modelo
clonal” de reproducción propuesto para algunos protozoos parásitos (Tibayrenc e: al.,
1990; Tibayrenc y Ayala, 1991). Dc esta forma los genotipos aislados de sujetos VIH+
podrían ser equiparados a clones naturales o clones estrechamente relacionados, estables
en el tiempo y en el espacio y por lo tanto podrían ser utilizados como marcadores
genéticos en estudios epidemiológicos (Tibayrenc y Ben Abderrazak, 1993). Sin embargo,
es necesario llevar a cabo más estudios en los que se utiuice un mayor número de aislados
que reúnan condiciones estrictas de simpatrfa, y quizá un mayor número de sistemas
enzirnáticos que nos permita establecer aún mayor variabilidad y confirmar así la estructura
inicialmente clonal de la población de JI. <iL.) infanmm en sujetos VIH +. Estos estudios
adicionales nos permitirían estimar la estabilidad de estos clones a lo largo del tiempo que,
por otro lado, podría perderse si se dieran algunos fenómenos aislados de recombinación
o intercambio genético. También seria necesario estudiar un número elevado de aislados
de sujetos inmunocompetentes y comparar la estructura de ambas poblaciones de parásitos.
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.5.2. - Caracterizaciónpor ampl(flcación de J4DN mediante iniciadores arbitrarios (RAPD).
La aplicación de la técnica de amplificación de ADN mediante iniciadores arbritarios
(RAPD) ha permitido la obtención de marcadores genéticos en un amplio abanico de
organismos (ver Tabla 3). Estudios previos llevados a cabo en Leishmania han demostrado
el valor de esta técnica en el análisis de genética de poblaciones (Tibayrenc ej al., 1993;
Bafluls, 1993; Baixench, 1994).
La aplicación del RAPD al total de 50 aislados de L. (U.) infantum (43 VIH±y 7
inmunocompetentes) previamente caracterizados, 5 cepas de referencia deL. (U.) infanrum,
5 cepas de referencia del Viejo Mundo y 5 cepas de referencia del Nuevo Mundo nos
confirma su valor con fines taxonómicos. Los siete iniciadores utilizados Al, A2, AS, A7,
AIG, A12 y A15 han permitido diferenciar JI. (L) infantum, L, (L) chagasí y JI. (L)
donovani del resto de las especies para las que se obtienen patrones muy diferentes. El
iniciador MS ha discriminado JI. (JI.) infarnum deL. (JI.) donovaní (ver Figura 19, página
109). Esta técnica pone en evidencia bandas mayoritarias específicas para los complejos
de JI. infarnum y JI. donovaní (iniciador Al y A7) o sólo para el complejo al que pertenece
JI. (U.) infanmm (iniciador A15) (caracteres sinapomórficos) (Figura 15, página 105;
Figura 17, página 107 y Figura 19, página 109). Estos caracteres sinapomórficos ya habían
sido observados previamente en Trypanosoma cruzí (Tibayrenc e: al., 1993). Los
fragmentos sinapomórficos podrían ser utilizados para desarrollar sondas especificas, si
bien algunos autores opinan que es improbable que estas sondas sean muy sensibles
(Wilson, 1992). En este sentido, los fragmentos que parecen dnicos en geles de agarosa,
podrían estar constituidos por dos o más bandas cuando se utilizan geles de poliacrilamida
que permiten una mayor resolución (Bianciotto, comunicación personal). Esta misma
observación ha sido recientemente publicada en relación a la caracterización enzimática
(Piarroux er al., 1994). La técnica de amplificación de ADN mediante iniciadores
arbitrarios ha puesto de manifiesto una mayor variabilidad intraespecifica en JI. (JI.)
mnfan:um con los siete iniciadores utilizados, en relación a la variabilidad encontrada
mediante caracterización enzimática para el mismo conjunto de aislados. En el total de 50
aislados estudiados, 43 dc sujetos VIH + y 7 inmunocompetentes, el número de genotipos
multilocus o “rapdemas” ha sido muy elevado situándose en 41. La variabilidad genotlpica
(nt’ de zirnodemas o rapdemas/n0 de aislados) ha sido de 0,8 mientras que con el análisis
enzimatico ha sido de 0,19.
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En cuanto a las relaciones filogenéticas, la distancia genética media para el conjunto
de aislados de sujetos inmunocompetentes e inmunosuprimidos ha sido de 031, un poco
más alta, como resultado de la mayor variabilidad, en relación a los isoenzinias (0’2>.
Como se puede observar en el dendograma, las cepas de referencia correspondientes a las
diferentes especies de Leishinania quedan separadas de los complejos de JI. infarnum y JI.
donovaní (ver Figura 20, página 112). No hemos podido establecer ninguna correlación
entre los aislados agrupados dentro del mismo genotipo en cuanto a origen geográfico y
zimodema al que pertenecían. Así, los aislados Tejdcar, Carrasco y Annenteros quedaron
agrupados en el mismo genotipo, pero ni pertenecían al mismo zimodenta ni tenían el
mismo origen geográfico. Quedaron agrupados dentro del mismo genotipo dos aislados
pertenecientes al mismo zimodema, Justo y Clemente (MAD-24), que tenían el mismo
origen geográfico, pero, por el contrario, dentro de este genotipo quedó incluido también
el aislado Massa (MAD-34), aislado en Mallorca. Los aislados Anastasio (MAD-33) y
Natalio (MAD-29), ambos de Madrid, quedaron agrupados en el mismo genotipo junto con
dos cepas de referencia LEM-307 (MON-29) e IPT-l (MON-l), de origen espaflol y
tunecino respectivamente. Lo mismo ocurrió con los aislados 59933, 5825, Milagros y
Seguí (inmunocompetente) agrupados en el mismo genotipo, si bien los dos primeros
pertenecían al mismo zimodema (MAD-33), y los otros dos a los zimodemas MAD-l y
MAD-34 respectivamente. En el caso de los aislados Arce (MAD-28) y Puma (MAD-1)
nos encontramos con la misma situación. Por lo tanto, los aislados que pertenecen a un
mismo zimodema pueden corresponder a genotipos y procedencias muy diversos.
La aplicación del análisis de genética de poblaciones sobre el conjunto de aislados
de sujetos VIH +, por reunir similares características epidemiológicas. no nos ha permitido
determinar la estructura de la población de JI. (JI.) infantum (ver Material y Métodos
3.5.2.). Si bien dos pruebas (JI y e) fueron significativas, lo que indicarla una desviación
de la panmixia, la probabilidad de observar un desequilibrio de ligazón <prueba fl tan alto
como el que es realmente observado en la muestra, no fué significativa, prueba más
concluyente que dI, d2 ye. En este caso, por tanto, la población no es básicamente clonal
pero tampoco se puede decir que sea panmfctica.
Cuando se realizó la correlación entre las distancias genéticas obtenidas en el análisis
enzimático y las observadas mediante la técnica de amplificación de ADN con iniciadores
arbitrarios para el conjunto de aislados de sujetos VIHI- y cepas de referencia, se obtuvo
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un Indice de correlación (r=O’5). Sin embargo, el coeficiente de correlación fue negativo
cuando la correlación se realizó entre las distancias genéticas sin tener en cuenta las cepas
de referencia, quizá debido a que las distancias comparadas en este caso eran más bajas.
Baixench (1994) obtiene una excelente correlación entre ambas técnicas <r=O’9) cuando
estudia 22 aislados de JI. (L.) infaneum de sujetos VIH+ del sureste francés, cepas de
referencia de JI. (JI.) infantum y diferentes especies de Leishinania. El coeficiente de
correlación sin embargo fue de 0’ 1 para el conjunto de 17 aislados de sujetos VIH + que
reunía mayores condiciones de simpatria (aislados de la región de Provence-Cóte d’Azur).
En ningón caso estos resultados deberían ser comparados a los obtenidos por nosotros ya
que el conjunto de iniciadores no fue el mismo, ni se siguió el mismo método de
extracción de ADN y la caracterización enzimática se realizó en acetato de celulosa
utilizando otros sistemas enzimáticos, por lo en ningdn momento las condiciones de trabajo
fueron las mismas.
La técnica de amplificación de ADN mediante iniciadores arbitrarios promete ser una
herramienta potente para estudios taxonómicos asf como en el estudio de la variabilidad
de JI. (JI.) infan:um. Sin embargo, es necesario llevar a cabo estudios adicionales más
amplios, utilizando un mayor número de aislados que además reUnan estrictas condiciones
de simpatria. En este sentido hay que tener en cuenta que el total de aislados caracterizados
se obtuvieron en un periodo de varios aflos (1988 a 1993) y procedían de diferentes aeas
geográficas lo que podría haber influido en el modo de propagación de algunos genotipos.
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5.3. - Caracterización mediante sondas de J4DN
131 ADNg de Leishmania contiene secuencias con varios grados de conservación que
pueden ser utilizadas para la caracterización de aislados mediante polimorfismo en el
tamaño de fragmentos de restricción (RFLP). Las dos sondas utilizadas en este trabajo 7-
059 y pDK2O cuyas características se especificaron en el apanado 3.3.7. de Material y
Métodos, ya habían demostrado su valor en la caracterización de diferentes especies de
Leishnzania del Viejo y Nuevo Mundo (Van Eys eral., 1989; Van Eys eraL, 1991>. Sin
embargo, no habían sido utilizadas en estudios de variabilidad dentro de una misma
especie.
La caracterización de algunos aislados humanos con la sonda de ADNg 7-059
específica para el complejo de Leishmania donovan! s.l. (Van Eys et al., 1989) nos ha
permitido observar cierta heterogenicidad entre los mismos como se puede observar en la
Figura 21, página 114 y Figura 22, página 115. Los 17 aislados estudiados fueron
agrupados en relación al diferente patrón de hibridación <presencia o ausencia de bandas)
en 5 genotipos diferentes. El análisis de agrupamiento y dendograma resultante aplicando
el índice de similaridad de Jaccard mediante el programa de taxonomía TAXAN se muestra
en la Figura 23, página 116. En el genotipo A quedaron agrupados los aislados Espin
(MAD-l), Anastasio (MAD-33), Palma y Natalio (MAD-29) y BCN-65 <MON-28) de
diferente origen geográfico. El genotipo B reunió a los aislados Armenteros, Clemente y
Antdnez, los tres zimodemas 24 de Madrid, y a la cepa de referencia LEM-307 (MON-
29). Tres aislados quedaron incluidos en el genotipo C Tejticar (MAD-33), Garrido (MAL)-
183) y la cepa de referencia LEM-356 (MON-33). La cepa de referencia del zimodema 80,
LEM-425 quedó individualizada en el genotipo O. Por Ultimo, el genotipo E reunió a los
aislados Esteso (MAD-l), Angel (MAD-33), Massa (MAD-34) y Cuadros (MAD-183).
Estos resultados no nos han permitido encontrar ninguna correlación entre zimodemas y
genotipos establecidos.
La sonda pDK2O, con la que se obtienen patrones característicos para diferentes
especies de Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo y que además diferencia JI. (U
infantum de U. (1..) donovaní para las que da un patrón característico (Van Eys er al..
1991), nos ha permitido establecer cieno grado de variabilidad entre Los aislados estudiados
(ver Figuras 24 y 25, paginas 118 y [19).Todos ellos presentaron la banda de 18 Kb
característica para U. (U.) infantum y U. CL.) chagasí. Algunos de los aislados presentaron
Discusión 164
además de la banda de 18 Kb una banda de 4 Kb característica junto con la de 14 Kb para
JI. (U.) donovani. La cepa de referencia LEM-425 (MON-SO), presentó dos bandas
adicionales de aproximadamente 17 y 16 Kb (Figura 26, página 120). El dendograma
resultante del análisis de agrupamiento se muestra en la Figura 27, página 121. Dentro de
los aislados estudiados pudimos establecer 3 genotipos diferentes, el genotipo A agrupó a
aquellos aislados que no presentaron la banda de 4 Kb, en el genotipo 8 quedaron incluidos
aquellos que la presentaban y por último la cepa de referencia LEM-425 quedó
individualizada en el genotipo C debido a la presencia de las dos bandas de
aproximadamente 17 y 16 Kb. La similaridad entre los genotipos A y B filé 0’750, ¡a de
A y B con C flie 0’500 y O’600 respectivamente. La similaridad de JI. (U.) dono vani con
los aislados incluidos en el genotipo A que presentaban la banda de 4 Kb fue más elevada
(0’750) que con los incluidos en el genotipo que no la tenían (0’500) (datos que no
aparecen en el dendograma). Estos datos sugieren que, siendo todos los aislados L <Li
infantum existe una mayor proximidad fílogenética de JI. (L) donovaní con los aislados
incluidos en el genotipo A que con los incluidos en el B.
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5.4.- Caracterización del aislado ANA
El aislado denominado ANA, MHOM/ES/91/LLM-325, se obtuvo a partir del
aspirado de médula practicado a una enferma ADVP y VIH+ (grupo IVC-l) de la
provincia de Madrid. Hacía un año que había visitado Marruecos, Nueva York y Miami.
En 1986 se le había diagnosticado infección por VIR y tenía antecendentes de dos
episodios de infección por Herpes zoster, uno en 1985 y otro en 1987. Dos meses antes
de su ingreso en el hospital habla comenzado a tener episodios de febrícula vespertina. La
exploración clínica reveló microadenopatías, hepato y esplenomegalia (radiológica),
presentaba hemorragias retinianas, probable neumonía por Pneumocysris carinil, viremia
por citomegalovirus, candidosis oral y herpes labial. La serología positiva a Uishmania
(título IFI:l/5 12) y el resultado positivo de! cultivo del aspirado de médula ósea confirmó
el diagnóstico de leishmaniosis visceral que fud tratada con antimoniales. La sintomatología
que presentaba esta enferma y la observación en el cultivo de promastigotes, y no
epimastigotes, descartó la posibilidad de que nos encontráramos ante un remoto caso de
Trypanosoma cruzi (ver Figura 51, página 173).
Este parásito se creció en masa en medio RPMI, observándose una multiplicación
extraordinariamente rápida de los promastigotes y un movimiento característico de los
mismos. Cuando se inició su caracterización enzimática junto con los otros aislados de
sujetos VIH+, nos sorprendió la aberrante movilidad electroforética que presentaba para
los diferentes sistemas enzimáticos (Figura 28, pdgina 125). Los valores de cada uno de
los clectromorfos obtenidos con este aislado no se correspondían a los valores presentados
por los diferentes zimodemas de U. (JI.) infan¡um (ver Tabla 19, página 86). Además, estos
valores tampoco coincidían con los obtenidos por nosotros con otras especies de
Leishmania utilizadas en este trabajo, ni tampoco con los descritos en la literatura para
otros zimodemas de diferentes especies de Leishmania <Rioux a al., 1990).
Ante estas observaciones iniciales, nos preguntamos si estaríamos ante un nuevo
zimodema de JI. (JI.) ¡nJ¿inwrn, otra especie de Leishn¡ania, o bien ante otro
tripanosomátido.
La caracterización inicial dcl aislado ANA con la sonda de ADNg, 7-059, fue
sorprendente ya que no hubo hibridación cruzada con el ADNg del mismo con esta sonda
<Figura 29, página 126). Esta sonda, permite diferenciar todas las especies patógenas de
Ueishmania del Viejo Mundo, para las que da un patrón característico (Van Eys er al.,
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1989). Así mismo, tampoco se obtuvo hibridación cruzada cuando se utilizó la samia de
ADNg pDK2O (Figura 30, página 127), para la que también se obtienen patrones de
hibridación característicos según las diferentes especies de Leishmania del Viejo y Nueva
Mundo. Esta sonda permite además diferenciar U. (U.) infarnum de L (L.) donovaní (Van
Eys et al., 1991). Cuando utilizamos la sonda pDKIO. que también ha demostrado su
eficacia en la caracterización de especies de JIeishmania del Viejo Mundo, y con la que no
se obtiene hibridación cruzada con S. taren¡olae (Guizani e: al., L994), tampoco el aislado
ANA presentó hibridación cruzada (Figura 31, página 128).
Dentro de la familia Trypanosomatidae, subreino Protozoa (ver Figura 1, página 2),
los géneros Leishmania y Trypanosoma son digenéticos y, como patógenos del hombre y
animales de producción o compañía son los más estudiados. El resto de los géneros,
Endouypanum, Sauroleishmania, Blaswcrfthidia, Herpezomonas. Lepromonas. Cñ¡lúd¡a
todos monogenéticos, a excepción de Endotrypanum y Phyronwnas. que también son
digenéticos, están menos estudiados. Todos menos Phy:omonas son patógenos de
mamíferos (exceptuando el humano), reptiles, insectos, y otros invertebrados. Phy:omonas
es parásito de plantas e insectos. Algunos aspectos de la biología y fisiología de estos
tripanosomátidos han sido revisados por MeOhee y Cosgrove (1980). Estos géneras
incluidos en los denominados pequeños tripanosomátidos, han sido definidos basándose
fundamentalmente en criterios morfológicos, sin embargo, estos criterios son insuficientes
con fines taxonómicos (Wallace eí aL, [983).La distinción entre diferentes especies o
aislados de tripanosomátidos de insectos se ha realizado a partir de una variedad de
métodos tales como el análisis de los patrones de ADNk obtenidos con enzimas dc
restricción (Camargo a aL, 1982), caracterización enzimática (Goncalves de Lima el aL,
1979; Mebrahtu e: al., 1992), serotipia <Dooris y McGhee, 1976) y comparación de
características biológicas (Roitman e: al., 1977). La presencia de un sitio de restricción
específico para el enzima Pvu[l en la secuencia de la subunidad ribosomal SSti ARNr de
Leishmania spp. ha sido utilizada para diferenciar estos flagelados de Trypanoxoma spp.
<Uliana ci al., 1991). La presencia o ausencia de los sitios de restricción para los enzimas
Pvull y Hindílí en las subunidades SSU y LSU en la secuencía del ARNr se ha utilizado
para la identificación de estos tripanosomátidos (Camargo e: al.. 1992).
Estos protozoos. especialmente crúhidia, han sido utilizados como modelos
experimentales para estudiar aspectos bioquímicos dc los miembros de la familia
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Trypanosomatidae como el fenómeno de ligación post-transcripcional (“trans-splicing”) de
los pre-mRNAs (Cambpell e: al., 1984) así como para estudiar los mecanismos básicos de
su evolución. Recientemente se ha podido establecer la posición filogenética de estos
tripanosomátidos dentro de la familia Trypanosomatidae basindose en el estudio de la
secuencia de SSU rRNA (subunidad pequeña de los ribosomas) (Fernandes eral,, 1993).
Así mismo, se ha podido probar la heterogeneidad filogenética de tres especies de Crishidia
en relación a e. fasciculata (Du y Cbang, 1994).
La finalidad perseguida en los siguientes experimentos era confirmar que el aislado
ANA no pertenecía al género Leishmania y establecer además su relación con otros
tripanosomátidos. Para ello se realizaron hibridaciones del ADNk y ADNg del aislado
ANA, otros tripanosomátidos y los controles correspondientes de JIeishmania con las
sondas de ADNk (k-l/307) y ADNg (7-059, pdK2O y pDKlO).
Las hibridaciones del ADNg del aislado ANA, JI. (U.) infantum y otros
tripanosomátidos con las sondas de ADNg 7-059, pDK2O y pDKIO, confirmaron que este
aislado no pertenecía al género Leishmania (Figuras 32 a 34, páginas 129 a 13]). El patrón
de restricción del ADNk digerido con Haelil (esquizodemas) del aislado ANA y los otros
tripanosomátidos, no permitió establecer ninguna similaridad entre este aislado y los otros
flagelados. Cuando se realizó la hibridación posterior con la sonda k- 1/307 deADNk, sólo
hubo hibridación con JI. <t) infantum (Figura 35, página [32).Trabajos previos con esta
senda hablan demostrado su especificidad para el complejo de JI. (L.) donovaní y la
ausencia de hibridación cruzada con el ADNkde especies de Leishmania del Nuevo Mundo
y C. fasciculata (Alvar e: aL, 1 989b).
En otro estudio posterior intentamos establecer el grado de homología del ADNk y
ADNg del aislado ANA con otras especies de JIeíshmania y otros tripanosomátidos por
transferencia del ADN mediante vacío y posterior hibridación en forma de mancha (‘slot-
hlot”). No encontramos ningdn grado de homología entre el ADNk del aislado ANA y
todas las demás especies de Ueish.’nania como era de esperar, pero tampoco se obtuvo con
otros tripanosomátidos. Sólo hubo una ligerísima señal de hibridación en el caso de E.
schaudinni y C. fasciculara, no significativa debido a la baja similaridad de las secuencias
conservadas dentro de los minicirculos entre las diferentes especies de tripanosomátidos
(ver Figura 36, página ¡33).
Cuando se repitió el mismo experimento, pero con ADNg, se obtuvo una discreta
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hibridación con el mismo grado de homología del ADNg con todas las especies de
Leishmania y tripanosomátidos debido al mayor número de secuencias conservadas en el
ADNg entre los diferentes tripanosomátidos. La diferencia de hibridación entre el ADNg
de ANA y los otros tripanosomátidos fud sin embargo, de varios órdenes (Figura 37,
página 134).
Para poder establecer de manera más precisa la identidad del aislado ANA
realizamos la comparación del aislado ANA con otros tripanosomitidos mediante análisis
enzimático (15 sistemas). Los valores de los electromorfos obtenidos con cada sistema
enzimático para el aislado ANA fueron muy diferentes a los obtenidos para el resto de los
tripanosomátidos lo que no nos permitió incluirlo en ninguno de estos géneros (Figuras 38
a 42 y Tabla 25, páginas 136 a 141). Lamentablemente no conseguimos representantes ni
de otras especies ni de otros géneros.
El dendrograma resultante del estudio del polimorfismo enzimático llevado a cabo
con el programa de taxonomía TAXAN (Figura 43, página 142), no nos permitió
establecer ningún grado de proximidad filogenética entre esta aislado y Uishmania, ni
tampoco con los otros tripanosomátidos estudiados.
Existe sólo un antecedente en la literatura sobre una posible infección por
IIerperomonas de una mujer en Texas (McGbee y Reason, datos no publicados) y algunas
observaciones en Kenya de flagelados aislados de sujetos que, mediante análisis enzimático
o densiadad de flotación del ADNk, mostraron mayor similaridad con Herperomono.s y con
Crithidia que con Leishmania (Gilbure e: al., 1986; Mebralitu e: al., 1992; l3arker,
comunicación personal). Así mismo, se ha aislado un flagelado no perteneciente al género
Leishmania en un enfermo coinfectado (Dedet, comunicación personal)
Nuestros resultados no son concluyentes desde el punto de vista taxonómico, pero
otrecen una inlbrmación importante sobre la vulnerabilidad de los sujetos
inmunodeprimidos a cualquier microorganismo. En sujetos coinfectados la leishmaniosis
comparte sintomatología de las leishmaniosis habituales es decir, presencia de fiebre,
esplenomegalia y leucopenia entre otros síntomas (Fernández-Guerrero a al., 1987; Altés
e: al., 1990; Montalbán e: al., 1990; Medrano eral.. 1992). Esta enferma presentaba una
sintomatología típica dc LV/V [H como fiebre, hepatoesplenomegal ia, leucopenia.
linloadenopatias, síntomas poco específicos que aparecen también en otros cuadros como
tuberculosis miliar en el enfermo de SIDA.
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Es dificil especular sobre el posible mecanismo de transmisión de este flagelado. La
hipótesis más pausible podría ser la de la transmisión recaí como sucede en los
tripanosomátidos de estación posterior como son la mayoría de los estudiados por nosotros
aquí. Se desconoce la magnitud que en la naturaleza tienen las infecciones por estos
flagelados y, por consiguiente, la facilidad por la que pueden acceder al humano. En
España se han aislado en algunas ocasiones tripanosomátidos de Sergen¡omyia minwa
(Gállego e: al., 199319.
El estudio de microscopia electrónica tanto de barrido como de transmisión, no nos
aportó información adicional sobre este tripanosomátido. En la de barrido se observaron
promastigotes indistinguibles de la cepa de referencia LEM-75 (Figura 52, página 174>.
La observación de diferentes secciones al microscopio de transmisión no nos permitió
distinguir ninguna estructura que nos ayudara en la clasiticación de este flagelado (ver
Figura 53, página 175). En los flagelados aislados por Barker en un enfermo con una
supuesta leishmaniosis visceral en Kenya, y por Dedet en un coinfectado, la característica
más importante era una bolsa flagelar que ocupaba un tercio de la superficie del parásito.
No fue nuestro caso (Figura 54, página 176)
Continúa el estudio del aislado ANA con los tripanosomátidos Phytomonas.
¡Jtauocri:hidia y T¡ypanosotna, así como con infecciones experimentales en Phtebo:omus
perniciosus.
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5.3. - Caracterización del aislado humano de Angola
Según el historial clínico este sujeto, llamado Paulo, de 26 años, inmunocompetente
y originario de Angola sólo llevaba tres semanas en España cuando acudió a la consulta
médica. Tenía fiebre (400C), sufría pérdida de peso y presentaba una esplenomegalia que
alcanzaba la fosa ilíaca derecha. El cultivo del aspirado de médula ósea puso en evidencia
La presencia de promastigotes. Este sujeto no tenía antecedentes de haber trabajado en otros
países, lo que descartaba la posibilidad de que la leishmaniosis hubiera sido contraida fuera
de Angola.
Las dos especies responsables de LV incluidas en el grupo de JI, CL.) donovani sensu
lato s.l son JI. (JI.) donovani s.s distribuida principalmente en la India y en el este de
Africa, y JI. (L) infanrum en los paises de la Cuenca Mediterránea (WHO, 1990). Son
muy pocos los datos disponibles acerca de casos de LV en los países africanos al sur del
ecuador. Hasta este momento sólo había antecedentes de un caso de leishmaniosis visceral
en Angola pero sin información acerca del mismo (datos no publicados) y muy pocos los
casos descritos de LV en los países limítrofes con Angola. Así, en Zaire se describió un
caso de LV en 1978 y seis casos de LC entre 1983 y 1988 y en los años setenta se
denunciaron dos casos de LV en Zambia. En ningúna ocasión los parásitos fueron
caracterizados. En el Congo no hay ningún caso conocido de leishmaniosis y en Namibia
hay 24 casos de LC causada por JI. <‘L.) tropica (Desjeux, 1991).
En el Viejo Mundo, otras especies además de JI. (JI.) donovaní s.L pueden producir
LV en situaciones especiales, principalmente en casos de inmunosupresión. Así por
ejemplo, hay datos de LV producida por JI. (JI.) tropica en Sudán (Schnur e: al., ¡981)
y casos de LV producida también por JI. (JI.) tropica en personal militar americano que
intervino en la operación “Tormenta del desierto’ en la Guerra del Golfo (Killick-
Kendrick, 1992; Magilí et al., 1993). Por otro lado, existen casos de leishmaniosis
mucocutánea debida a JI. (JI.) infantum (Alvar eral., 1990) y leishmaniosis cutánea difusa
por JI. (JI.) inajor (Ghalib eta!., 1992).
Teniendo en cuenta estos antecedentes y el origen de este aislado de Leishmania
realizamos su caracterización mediante sondas de ADN y análisis enzimático, tratándolo
en un capítulo especifico.
La caracterización de este aislado con la sonda ADNk 3071k-] (Alvar eral., 1989b)
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nos permitió diferenciarlo de JI. (U.) tropica e incluirla dentro del grupo de L. (JI.)
dono van! s.l. - El fragmento utilizado como sonda está presente en diferentes familias de
minicírculos y reconoce un elevado número de copias en la cepa homóloga LEM-307
<Figura 44, página 145).
La sonda de ADNg, 7-059, obtenida a partir de una librería de JI. (JI.) infarnum ha
demostrado su utilidad en la diferenciación de especies de Leishmania del Viejo Mundo
incluyendo L. (U.) donovaní si. pero no entre L. (U.) donovaní s.s. y JI. (L) infantwn.
Las bandas de 6.3, 3.0, ¡.6, 1.4 y 0.8 Kb son especificas para las especies deJIeishmania
que producen LV (Van Eys e: al., 1989). La presencia de estas bandas características en
el patrón de hibridación del aislado Paulo nos permitió confirmarlo dentro del grupo L.
(JI.) donovani s.l. (Figura 45, página 146).
La sonda pDK2O ha demostrado su eficacia en la separación de JI. (JI.) donovan! s.s
y JI. (JI.) infanrum además de otras especies de Leishmania, para todas ellas se obtiene un
patrón característico (Van Eys e: aL, 1991). Así, esta sonda ha permitido identificar JI.
(JI.) dono vani s.l y JI. <‘JI.) major como responsables de leishmaniosis en Sudán (Ghalib e:
al., 1992). Esta sonda nos permitió caracterizar el aislado Paulo como JI. (1.) infantum en
función del fragmento de 18 Kb característico para esta especie que permite diferenciarla
de JI. CL.) donovaní (Figura 46, página 147).
El patrón de hibridación obtenido con la sonda pDK1O, cuya utilidad en la
caracterización de diferentes especies de Leishmania del Viejo Mundo ha sido estudiada
recientemente (Guizani e: al., 1994), nos permitió confirmar una vez más la identidad del
aislado Paulo como JI. (JI.) infanrum (Figura 47, página 148).
La caracterización mediante análisis enzimático de este aislado fue concluyente y
demostró que se trataba de JI. (L) infantuni MAD-I (Tabia 26; Figuras 48 y 49). El
zirnodema 1 está ampliamente distribuido en paises de la Cuenca Mediterránea, así como
en Portugal. Es posible que este caso de LV debido a JI. <‘JI.) infantum en Angola pudiera
ser una consecuencia de la introducción de un foco de leishmaniosis producido por la
migración de población desde Portugal durante el periodo colonial, igual que se piensa que
es probable que JI. (U.) chagasí fuera introducida en América por los perros de los
Conquistadores (Killick-Kendrick e: al., 1980). Por otro lado, nosotros pensamos que JI.
(U.) iq/¿ntum podría haberse extendido por África y haberse establecido no sólo en el este,
donde es bien conocida, si no también litera de este área, en país-es como Senegal (Desjeux
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eral., 1981), República Central Africana y hacia el sur en Angola. Este caso de LV en
Angola es el primer caso tipificado de leishmaniosis de este país (Jiménez a aL, 1994).
Seria necesario, por tanto llevar a cabo estudios epidemiológicos más profundos de la
leishmaniasis visceral en ¿Úrica entre enfermos con esplenomegalia (Consultative meeting








¡ .- En la coinfección Leishmania/VTH+, además de los zimodemas viscerales es comdn
encontrar aislados pertenecientes a zimodemas cutáneos que sufren visceralizacidn debido
a la anergia en ¡a que se encuentran estos enfermos. Así los zimodemas cutáneos 24, 29
y 33 se aislaron de médula ósea.
2.- En el grupo VIH+ se aislan zimodemas nuevos para la literatura o desconocidos en los
enfermos inmunocompetentes con LV, lo que permite establecer la hipótesis de que estos
sujetos coinfectados pueden actuar como reservorios potenciaies de estos zimodemas en la
comunidad de ADVP, pudiendo en este sentido actuar las jeringuillas como vehículos de
monocitos infectados. El sisteme inmune puede ser un mecanismo de selección de
zimodemas no virulentos en el sujeto inmunocompetente.
3.- El estudio de la variabilidad enzimática en términos de teoría clonal y genética de
poblaciones nos ha permitido establecer que el modo de propagación de La población de
aislados de Letvhmonia de sujetos VIH+ es clonal aunque esto no excluye la existencia de
procesos de recombinación esporádicos. Los genotipos podrían ser equiparados a clones
naturales estables en el espacio y en el tiempo pudiendo ser utilizados como marcadores
genéticos para estudios epidemio¡dgicos, sin embargo safa necesario llevar a cabo estudios
adicionales para definir mejor la estabilidad de estos clones.
4.- La técnica de amplificación de ADN mediante ¡aciadores arbitrarios o RAPO promete
ser una herramienta útil en estudios taxonómicos y de variabilidad de L. (L.) infanwm,
pero necesita ser perfeccionada para poder ser utilizada como marcador genético en
estudios epidemiológicos.
5.- Las sondas de ADNg, 7-059 y pDK2O que ya habían demostrado su valor taxonómico
discriminando entre diferentes especies de Leistunania del Viejo y Nuevo Mundo han
permitido establecer cierto grado de variabilidad entre diferentes aislados de L. (L.)
injbntum pudiendo ser utilizadas por tanto en estudios de variabilidad.
Conclusiones 1’78
6.- La presenci.a en sujetos coinfectados de otros flagelados no pertenecientes al género
Leishmania, como se desprende del estudio de caracterización del aislado ANA mediante
sondas de ADN y análisis enzimático, aporta un dato importante sobre la vulnerabilidad
de este tipo de sujetos a cualquier microorganismo.
7.- En este trabajo se ha caracterizado por primera vez un aislado de LV de Angola. La
caracterización mediante sondas de ADN y el análisis enzimático nos ha permitido
establecer que L. (L) infanz’um, MAD-I, es renponsable de LV en este país. Es necesario
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AnsrRiUr, Tbe inceresc itt immunocompromising diseases and Ieishmaniasisassoc¡ac¡on has increased due to dxc accumulagion of leislinia-
niasis cases among AIDS paciencs. Ir, Spain, Leisbn,ania iajanlum ‘5 responsible for boíh cutaneous anó visceral paíhologies: cutanecus
scocks are correlaced wich che zyn,odeníes MON-1. MON-29 acid MON-33, .and visceral stocks w,th MON-I, MON-28 and MON-SO. In
order Lo verily whelher íhe parasile involved cl íhis peculiar associaiion is biologically ideritical Lo che isolates preseríc itt conlcilOn leislima-
niasis, eighi Leísh,nania scocks from AIDS palienis were isolaced ami characlerized from both cutanceus ami visceral ¡esions. For che para-
site cyp¡csg, íwo merhods were carried Gui: isoenzynse analysis using a LS enzyme panel in ¡hick siarch gels ami karyocyping hy pulsed (¡cid
gradiení eleccrophoresis (PFG). BoLh culaneous ami visceral solaces showed ¡soenzyme paccerns specific <nr L. infonluní. reinforcina LhC
preVinUs reporis of L. infantun, as che single Leis/,rnonia species presení in Spain. BoÉh cutanenus and visceral zymodemes viere isolaced
from bone niarrow aspiraces: ihe anergie condiíioci in AIDS patienis permics dxc disseminalion of dxc parasile ihroughoul ihe viseera ami
skin. A highvariahility has been shov,n lar mosí of ibe isolated by PFO Iyping. except twa scockswhich share che majority of cliromosorne
t,ar,ds. None of che mecbods used idencified a single microbiological nr epidem¡ologLctt¡marker mr Leislsnhania SLOCkS isolaled Irom 1-11V-
infecred paíiencs. Therefore, Lis LhC sanie parasite as inusual leisl,maniasis buí íhe infeclion racio 15 amptifkd by dxc immunodeficiences.
Km WoRDs: Leishenonia infanhunh, ATES, coinfection, characcerizatiocl.
INTRODUCTION
The first case of leishmaniasis associated with 1-11V was
published itt ¡985 (DE LA LOMA el aL, 1985). Since then,
over one hundred-twenty more cases have been described.
mosí of diera in Spain (FERNÁNDEZ.GUERRERO el e??.,
1987; ALVAR, BLÁZQUEZ& NÁJERA, 198%; MONTALBÁN fl
al., 1989; BERENOIJER el al., 1989; WHo, 1991). So there
are good reasons lo consider Leisimmaflia lo be att oppor-
cunistic parasite inside dic host long before the HIV itt-
leccion: a) once che inimunosuppressiOfl appeared, sorne
of <he clinical¡y cured culaneous cases have evolved into
visceral leishmaniasis; b) leishmafiasis can appear ejíher
in ear¡y or late HUY infection without correlation with
<he serological response; c) ihere is a strong correlation
beíween leishmaniasis and AIDS, even when boh infec-
riocis overlap itt restricted areas; d) the skin test shows che
persistance of delayed hypersensitívity for many years; e)
chere is a long delay between exposition to ¡be parasite
and clinical sycnptoms. itt sorne cases over flve years <HA-
DARÓ et al.. 1986; SENALDI et aL, ¡986; ALvAR & BLÁZ-
<JUEZ, 1986).
Itt Souíhwest Europe, L. infanlwfl is responsible lcr
both cutaneOlls and visceral forras of leishmaniclsis.
Zymodeme (ZM) ¡ <MON-l), ZM-29 (MON-29) and
ZM-33 <MON-33) are correlated with cutaneous stocks
and ZM-I (MaN-U, ZM-28 (MON-28) and ZM-80
(MQN-80) with visceral isolates, alí of them described itt
Spain (RíotJx eraL, 1980: PORrOS el al.. 1986 ALVAR &
Owrlz, ¡987; PorcJs et al., 1989).
The above-mentioned aopism of <he differern zymo-
demes establishes new epidemiological and clinical fron-
tiers itt the understanding of leishmaniasis. In order co
define whether che parasite isolates frora AIDS patienis
belong <o a group wiíh typical characteristics or not. wo
caxonomical rneíhods itt eight Leishmania stocks frora




E¡ght Uishmania scocks viere isolaced by biopsy Gr aspirate a
NNN mediura aid sequencially passed into RPML.l2%FCS. Sevea
of chem were obtained frora bone marrow in visceral leishmaniasis.
and ene frora diffusecutanceus leishmaíxiasis. Ah paiknts were from
Madrid. Incernational reference species ami zymodemc markers viere
used (see Table 1).
Enzyme analysls
The isoenzyme patterns were oblained by 15 systems: CFI
(E.C.5.3.l.9). 0.6-PB (E.C.lI.I.49t 6-POE (EC.l.l.I.44). NPI
(E.C.2.4.2.l) and NP2 (E.C.2.4.ZY), MDII tE.C-l.I.I37). COTí
(E.C.2.6.ll) ami 00T2 (E.C.2.6lfl, ME (E.C.l.l.1.40) lCD
(E.C.I.l.l42). DíA (E.C.l.6.2.23. POM (E.C.2.7.5.l), MPI
~E.C.5.3.1.8).EH (E.C4.2.¡.2h Md CU.JD(E.C.I.4.1.3). Thick scarch
gel electrophoresis vas cerned nial, accordiug lo previotis protocois
(MILES el al.. 1930: MAAZOUN ez aL, 1981; LE BLANCO, 1983; Mo-
RENO ci aL. ¡986: ALvAR, 1988)
Karyntyplng hy pulse electrnphnrcsis gra.dicnt (PFG)
The rotatory fie¡d eleccropkiores¡5, with curved electrodes, allnws
M.l. JIMENEZ el al.
¡he applicationof several pulse times iii different directions of he
electric (¡cid, icttproving the resolulion nr the separated DNA ma-
crocuolecules (SOUTHERN el aL, 1987). The cociditinas were as fo-
llnws: 42 h eleetroplioresis was carried out, using 125 y, pulse time
from lOO tu 20 see., electric ficid angle from 1200 to 950, acid 150Ctemperature (OUTIÉRREZ-SOLAR, AGUIAR&AIYAR, ¡990). The pre-
paradon of intact chromosomic DNA proparation has been pre-
viously described (VAN DER PEOnO er aL, 1984).
RESULTS
Isoenzyme analysis
‘¡‘he value 100 was arbitrarily taken for Ihe electropho-
retio mobility obíained br each enzymatic system of ¡he
LEM-75 strain. To obtain ¡he enzymatic pattern and
zymograph for alí ¡he stocks, every isolate was compa-
red to ¡he value of ¡he LEM-75 strain. The results are siam-
marized in lbble 2 and Figures 1 and 2. Briefly, the
LEM-307 and Daniel stocks showed a mobílityof ¡05 for
the isoenzyme 0-6-PO and 140 for NP corresponding [o
ZM-29. The Oscar, 59933 and 5825 isolates showed a mo-
bility of ¡05 for G-6-PD and 100 for NP corresponding
to ZM-33. Such a result has been delected in Madrid pro-
vince for ¡he first time. The ZM-28 LEM-458 marker
shows a mobility of ¡02 for G-6-PD arid of 140 for NP.
The rest of [he mobililíes obtained with alí ísoenzyrnea
used, for every síock, were ¡00, similar ¡o LEM-75 ZM-1
(resulís nol shown itt Ihe Figures).
Karyotyping by PFG/RFE
The paltern in every stock contaicis over twelve banda
(Fig. 3). There isa DNA condensalion with an apparenl
sim of 2300 kbp, ¡wo close 900 kbp bands constant in
alí stocks and a highly variable band paltera between 900
to 300 kbp. Itt [he Daniel stock a very low MW band of
¡50 kbp is visible. By densitometric comparison a clear
honiology can be established between ¡he LEM-307 and
Oscar strains, the latter showing two additional banda of
350 and 340 kbp.
DISCUSSION
The assertion thaI L. infanlum is ¡he only Leishniania
species itt Spain responsible for culaneous leishmaniasis
S¡ock nanie Code Zymodeme 1-lost Lesion Origin
• LEM-75 MHOM/FR/80/LEM-75 ZM-l HIV<—)
LEM-307 MHOM/ES/Sl/LEM-307 ZM-29 HJV(—)
LEM-458 MHOM/ES/83/LEM-458 ZM-28 HIV(—)
Oscar MHOM/ES/88/LLM-106 ZM-33 HIV(i-)
Antonio MHOM/ESIS8/LLM-l5O ZM-l HIV(4-)
Daniel MHOM/ES/88/LLM-175 ZM-29 HIV(i-)
59933 MHOM/ESI9O/LLM-200 ZM-33 HIV(+)
58140 MHOM/ES/90/LLM-195 ZM-¡ HIV(+)
Milagros MHOM/ES/88/LLM-lS0 ZM-¡ HIV(+)
Jesús MHOM/ES/88/LLM-190 ZM-l HIV(+>























bble 1.— Charac¡erisdcs ol ¡he Leishmanía stoclcs isolates from HIV seroposilive persons. = zymodeme L. infan lun: markers.
Síock 75 307 458 Osc. Ant. Dan, Mil. Jes. 58140 59933 5825
api toe íoo 100 100 100 ¡oc 100
6POD ¡00 ¡00 lOO 100 100 100 100
NEI lOO 140 140 lOO 100 140 ¡00
NFZ ¡00 100 lOO lOO 100 100 ¡00
O6PD ¡00 105 102 lOS lOO 105 lOO
COTí ¡00 lOO 100 100 100 100 100
carz lOo 100 100 100 100 100 loo
MDH 100 104 104 104 100 104 100
ME 100 100 [00 lOO ¡00 lOO 100
¡CI) ¡00 100 00 00 100 ¡00 lOO
DíA 1(10 100 lOO lOO 100 100 100
¡‘CM lOO 100 lOO 100 100 100 100
MP) 100 100 lOO lOO 100 100 100
PH 100 100 [00 100 100 100 100
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lhble 2— ¡snenzyme profile of several Leishmania infantum stocks isolated from HIV seropositive persons.
“a s cesíed again in ¡he Oscar cu laneous isolate. whose
ísoen¡vínc pailera corre spousds ‘viih L. infaníwn XX 1-33 -
Ihis observalion has beeí íiripoinled previonsís using
1$Lk nzv mc aIl¡Vsis in several Son í 1w esí Fu ro¡íe:cn con íí —
ríes, 1 nclodi ng Spain (R it n. x el ¿tI., 198(1; Pí.w rs cí al,
1 9&i; Ac VAR & Oíaíz, ¡987; Ai VAR, 1988; Pc uit s cl al..
19.89).
/51-29 has heen soFocO troni 1. h,/h,í¡cap; csí¶aneoíí~
rt,cks (¡¾>RI s u ¿:1., 1986>, boíh in souílcc;csí France
aud Spain (Barcelona). ¡a 11w presenh siudv <¡cus ZS¡-29
was Íonnd icí a ‘visceriil isolaíe (Daniel) froní Madrid ja-
¡cíe 2). ZN¡-33 was previously descrihed iíí France aid re-
ceciíls deíecíed in Barcelona (PoR! s ti tI.. 1989>. lis pre-
sence i ti ibree ad dii olía ¡ síocks lrom ~ 1 adr cl ¡s here ce-
rroboraíed: íwo troní visceral lcsions ;ind ene roca a
di ft¡íse cutaííeous leishmaniasis. A similar síluiiliofl has
¡cccii reponed u Ita’ Ion a cu taucan s =-víiiodeciie.Z\ 1-24,
so lated Iroin ¡cene marro~s m n un ini aiea oconi proinised
patiení tCiI{xl>í 1--]. (.iu.sstu í; & Bí vi ‘a. 1991)>. ¡u che
Alííes sí aritiníes reg oc: Irancc> a set o1 seven chajacte—
riad visceral s¡ocks irGm ¡-¡IV SCrOpOSiIiVCS ~sere ZM—I
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Sil. IIMINIZ el al.
1 ¡caí .s ji eríu it s parasile disseaí malien bol Ii in tic si seera
as wcl¡ as IR [líe skííí (YLIIIC-\ cro/.. ¡988). Thc opíio~siíc
S¡iIIdtloli Ii;IS ¡ceca demoasíraíecl 0v 1... í,vpua, ívííiculls
dcrínosrop¡c, ISOI¿Ilicl trc,íii he spleea iii patíenis ‘si Ti: it
tíciicieflt imfliíiiio¡ogic¡í¡ coiídrntícuí ií Li Inopia <Scí [Ni
Of aL. ¡981).
Tlíe higli vaíiabilií toíííd with P¡cii has bcc-n ¡‘re—
‘iotísI\ príí~cd usina kDYt\ c¡i¡icsí¡s~u ariel ir~ hri:!izaíieíi
pul leías ‘i Spaaislí L. in/antIllil siticks [5 L kAn cl aL.
1 9S9b>, an cl 1 talma saíu píes <ANcas 1.101, Ci ¡¿ANT V( •i >5 &
Ci ¡¿AiRES l 989). Pi i s th cl ín a lies í ¡ce cl clin i Li Oil of efr -
dcciiio logical ¡nurkers for [he cli ííical cl ese 1 opni cnt oit be
cli sease ínuch uíore difliculí . None of the meíhods tísed
ideutilied aay specific characíeriscie fo¡- leis¡cmaaia/AIDS
isolales. Ti is lucí soggests 1 Iía[ iti i he leishrnania si s»A 1 DS
it SSOcm 1011 Lx’islin¡aniu is lot u iii que, la a few xvorcls, [lic
Lc’íshínania sí ock s o nací i a Al DS paliení s are 1 ¡ce sume
jiS ti e parasiTes rcspoíi sible ¡br 1 ¡c e pal lic> ¡ ~ sin Tic mr—
mal ¡cosí, btu t¡ce imíiíiíííoclepression ampli fíes che pci—
1 log y of ílíe discase bol h a otí ¡u ber aa ci ci sen vii y.
lWi-YlWN(:ES
-SL II.>. 955 (iiiptiiU’,,i.ítíjíi,i flUí/e, 14/1V ¿iii’ icÉNiitíiitíiizI iiii~Lln
III Ifl. 1 i’luaí imules a ¿‘sl¿díos elbí ¡cus í c’iñdo,nio/chricos. Tesis
i)c’crí,ái, Iaccílíaci ile \Teciiciíía, tjííiscí,iíliícL Com¡,iníeasc cíe Mc—
¿¡ciii. \I:ídrici, 254> Tul.
II.> iY ¡1> Si’.)> í,iIi. 1956. l..iÑiai¿iííi¿ísi’ iii flríIccsIls cii-
iIiIflLIIIíIiiiMiCkIIiid. ( iIIiSiititIiiCiiiIiCs Sobre ¿iii.’ c:IsíIs cii’SLIiIiIS ¡‘It,
cederírí> tic la ííí-acz \lccI¡ícrrtírea c >ceicieí,í;íi .1 nalí—x ¿lo Ale-
du-i,íí, lozanía 1 Níailílil >, 3: 438—441
A> s~e iii & (11>11, Nl). l9W.~ crícít-r¡=ícioííisíIeIInrUaT¡clí tic
Cith— ¿u ¡ í’íS/I$tlaflh! íisi:uít:í— en la pruíviííeia de \laclric). /&‘IMIa
lSJiuv::idi,viú. \í . í: sun: —>5 tu.
chi. lii .~iííu E) ii & N su R’i 1<>. 198%.— Assí,ciuíioa o)
,ísieuíi icishíuíaniasis ííííi buaiarí iíaíí,íííícídeficieííes- Sin,> hIce—
IdI’, lou,-ar,/ o! Infec¡ioí¿s l)tsí’a.so.s, i (Mi: 560—Sol -
(ii, \iINIap/.~ (A). llí>u ni iAl & I3sRÍiI:R (TiC.), iI159b.—
(ií:íracíeri,aíiorí o( Sj’uííisii L¿i¡í/í,íícz,íi¿, solares ‘viiIu kiííciopias.í
Ti NS i~robe. iii: PU/Ql. LlM’l/EIEC (Ó,IIU¿SS 10sf tilde), A Ps-
¿¿oc is al ¡‘oros, c ) ,~i eacli: iT - Tú.
Asc>í leí (‘iT 0 i (¡u ‘sTIccíA SI.> & Gícxmnísí II..), 989.— Siudy
(III gIaíIIi país iíorpiiisai 01 lt’,.s/i,,íoií¿o ,i,lajíiunt Tiiroíígií i,e
ííiaiss:s cd risirjilIcIa clIzvaic- digestina p:írieríís ol kiííelcíííiaísi
FINeS l’a,as,fo/oc’ e, 99 301-SiR
13..síesuíí Ni ( SR’ silo 41.514, i&íííí..s II.), (1>1 lItE>) (AOl & Ja,.
NI (1 0 i 986 L¿’Ls/ínza,ñc, do,ír,í-a,ív un eípiuuíi unislie u—
robí ,íssoí í’, cci sí I u prog ressi~ di seasc a ib ¡ce ¡ u¡u caíacoro -
pmmí’ici p íitcíirs ianúc’i, 981, 1: 643—6-48.
Bu tI\iil IR ii.>, \Ioí¿í.sí, <Si, (tui INÁIlí> Li, II> í>~í 15>1>1 (JI 1
lo,-. (ICÁLi ciscíí.s E>í -sir tule A.) & lic> /~5 (Ti, 989.—
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¡ Short Report
Isolation of Le¡shmania infantum
from the bicod of a patient w¡th AIDS
us¡ng sandfl¡es.
R. Molinai, R. López-VéIezt II. Gutiérrez-Solar’, M,
1, Jiménez~ aid J. Alvar’ Servicio de Para.sí¡o¿ogia,
Centro Nacional de Microbtología, hís:itíífo de Salud Carías
¡II, Magadahonda, Madrid, Spabí~ U,íidad cte Medicina
Tropical y I’arasiíología Clin lea, Ser-u cio de U ¡erobiología
Hospital Raníón y Ca/al, Madrid, Spaíut
Leishmaniosis associ-aced wirh humaa imniunodetl-
ciencv virus HUY) infection is being icicrcasingly re-
porced ¡ci Medilerranean couníries, mainís’ Spain (ALTES
a al., ¡991; BERENGUERCE al., 1989; MONTALBANeI al.,
¡989; PETIBRS e: al., ¡990)- Over 30% of Ihe palierns do
naí e,chibit atts specific aníi-Leishmauuia antibodies des-
pite 11w fact thai parasices are presení ¡ci bane marrow os-
pirales (ALVAR e: ¿rl., ¡989). Leíshníanía infaníí¡m is
usually searce itt che samples. íuaking ics demonstration
1-vs G¡emsasíaínicig diffucul¡,
iherelore, alíernative íechniques, such ms cultivalion
or che pol~merase chain reaction (PCR), are being de-
veloped os ínechods <o amplifv che organisras. l-lowever,
1kw peculiar clinical status olsoine parients presencsdiffl-
cullies itt obcaining att adequace sample lar diagnosis.
1-lere we reporí a patiení suffering frora acquired ira-
mune deticiency syndrome (AIFIS) aíid anci-Leishnua;íia
antibodies al a litre of 1:64 1w indirect fluorescení ant-
body cesíing. Treatmettt ívas imrncdiaíely síarced with
peníavalecir anriínonials. The low level of spccifíc ami-
¡odies prompied an artcmpt ío demonsírale che presence
of arnasligates. l3one marrow aspiration acid blocid samp-
ling were atíempred 2 d aher rhe beginning of <real-
mccii, buc íhc former ‘vas iinpossible due <o ¡he clinical
condirían of íhe patient. Onlv 3 inI of blaod were ob-
tained: ¡-5 ml was ucisuccesslullv tísed iii an actenipí ¡o
separate thc ¡culIs coa¡ itt a Ficoll3 gradiení br ihe PCR.Filty-ihree lemale Phlebo¡onuespemícíosíts, lrom a sandfly
colonv established itt ciur laboratory with sQecimens col-
lecíed ¡u Spain Mor. [Ns- 1991>, “ere aríilíciallv lcd ouí
che rensaining 1-5 ml of bluod us¡ng a inembrane lecding
apparalUs wííh <he skin of a 3 d oíd chickcn os mcm-
br-inc i;WARD e: al.1978). Thirrv-iivc sandihies were dis-
secced 7 tI afíer leeding acid 9 were inlecíed wiíh Leish-
manía 25 -70a1, The Leíshmanua stock svos ¡solared itt
NNN medium ocid charcicíerized 1w <he aíxalysis ob 15
cnzvrries os U ín/uíiuui¿ní zvmodeme 33.
The ¡load ~vashandíed according <o <he recornmenda-
Pons of <he Ceníers for Disease Control, USA (CDC,
¡988), and ihe membrane feeding procedure was carried
orn ja a sealed rooní wirh double duors. The holding cage
with the lcd flies was kepí in a chaínber made of trans-
parení plasíic material and <he imíed lijes ‘vere removed
~vitha mechaiiica¡ aspiraroracid immediaíelv killed.
Wc suggesí ¡bis simple xeciociiagnoscic tnethod as an
alterciative mearis of demonsrraíing Leis/ímanía in spe-
cialized laboralories when <he usual wchniques ¡cave
lailed attd che suspicion uf Leishmaciiasis is strong-
Additionally, we empbasize che case wiíh which 1’.
peniiciosí¿s ívas cxperimerxial¡y infecíed, This suggests,
frora ¡he epidemiological poiní of view, thai sorne immu-
nodepressed patienis suffering from leishrnaniasis cou¡d
serveas rcservoirs of íhis parasitic disease.
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VISCERAL LEISHMANIASIS IN ANGOLA DUE TO
LEISHMANIA (LEISHMANIA) 1NFANTUM
MARIBEL JIMENEZ. SABINO PUENTE. BEATRIZ OUTIERREZ-SOLAR.
PILAR MARTíNEZ, AM3 JORGE ALVAR
IÁ,jiorOt,IriÚ Na~-icí,uud de Relere,ucia de LeLufun,aniasi.~ Sen-itrio dc- Porasi:olagio. Ce,uiro Nacioncul
de Mi> -r,,hu,logia, ¿utítí Cc’n:ro Nacional dc- Ií¿s-cr¡oecuí mu,, (lun ¡ccci Medici,ua Pre.enhi
Instijato de Salar! LarIos 111, Alad rs:!, Spain
Absircu-t. A 26-year-old man frora Angola wiíh no hisíory of iravel outside Ihe counlry
presented with typical symptoms of visceral leisbraciniasis. The parasite was ¡solated and
biochemicolly characterized using botís kineiaplast DNA and nuclear DNA probes onu
showed a sírong homology with Leishuianicí (teishníanía) donovani sentí’ lato (sL). Whei>
the nuclear DNA of Use isolate was hybridized with a specific Leishmnaííia (L> infanta»’
pí-obe. ibo paííem obíained showed a decir signal with this species. To establish its ideníity
more specificolly, this isolate was typed using a l5-syslem isoenzyme panel ciad thick-
slarch gel elecírophoresis. acid was identified as L. (U infanínní zymodeme 1 (MAD-l).
Ihe mosí widespread zymodeme in Mediterranean cauntries. One case of visceral leish-
iTiarnasis has been reponed itt Angola. bíít Ihis cose is ¡he lirsí repofl of L (LI infantaní
la Africa south al the equator.
The twa Leíshníonia species responsible far
visceral leishínaniasis (VL) are included in the
Le¿sií,nanic¡ (Leíshníania) do,uovani s.l. grotip-
These ore L. (LI donovaní se,ísu’ sírielcí (s.s.) in
India aud east Africa, aid L. (L.) i,~ánluní itt
cuoniries bordering [he Mediterranean Sea and
China. Leish,,ícínia (LI duagasi in 11w Americas
us considered by most inves[igotors lo be U CL.)
¡,¡fa,zranz acid L. (LI arciulbaldí itt east Africa is
considered to be a voriant of L. CI..> dopuovaní
s.s. There is little information avaulable no VL
un Afu-icon confines souíh ob the equator, acid
only few reporis of its sporadic presence are
kísown.-
Leishníanic¡ typing is basically performed by
ísoeniyme anoIy~is acid DNA probing. buí bath
methods boye advontage¿ aícid dusadvantages.
Isoeuízvíue characterization is a phenotv pie
meihad thai requires 5 X 10> proíuastigates bar
each assay. Sorne isolates ate di lIje tulí ta culture:
Ihus. preparalion of erli)Iigh material lar >5 ¡so-
enzyrne systems is expecisive ciad tiíne-consum-
ung. DNA íyp¡ng c¡rcumvenls ibis limitation ¿md
gives quaaliíaiive acid quallilillive gentrstypic in-
formuiuon. Hawever. ihe mosí accurtute icifor-
inat¡Oii lar correlaíing virulence acid pathogeíie-
si s is obíained by isoeíizyíise analysis. wiih L.
¿/.. infruuruní being a goad example in wbicli
euI-.tucous ocid visceral zymodemes Irtíve ¡caen
described. Among ínany publisbed zymodemes
k-,r ihus species. zvmocleíne 1 ísynonymaíís with
MONI. LON-49, ciad MAD-I) is most wide-
sprecid riN ci cause of VL iii buracas. dogs, foxes.
ciad rats ¡a íhe Mediterraneaa basin)
MATERIALS ANO METHOD5
Case report. A 26-yecir-ald man frain Angola
canse ta Spain three weeks prior to medical con-
sultatian lar fever (40
0C), weight loss. and bre-
q ení epistaxis. Por one month. he had bid ab-
dominal pain acid bever. He was lavad lo have
a 4-cm hepatoívegoly asid a 22-cm splenomegaly
thai reached ¡he right i¡iac crest. A pancylopenia
wos noted svilh oíkxer laboratory te~ resulis com-
patible wirb leislsn.)aniasis: ¡.60<) leukocyles/
mm’. hemoglobin (75 g/L). hemaLocril (225%).
162,009 plarelets/mm>. total proteicis (¡.080
gIL). cilhuniin <25 g/L). alfal globulin (2 gIL>.
alfa-2 globulin (5 gIL). beta globulin <Si giLí.
gamma-glnbulin (67 gIL). ciad polycloaal IgO
(81.94 g/LL Tesis residís lot hepaiilis B acid C
virus. Salnua,íella, brucellosis. ricketisia, active
malaria. ciad sehislosomiasis were negaiive. Aa-
tibisdies la human irnmunodeñeíency virus were
aol desecied by eazyme-Iinkecl immunasorbeflt
assay asid Western blottíng. A bone marrow Os-
pírate -hc,wed frequcal amastigotes- Seralogic
¡íaalvsis lar leishmaniosis by ca ¡mmunolluores—
cecí arítibody íesí showed Ii ¡her of ¡/640 ciad
caunter imciiunoeleclrapharesis showed speci lic
precipitation arts-
T¡íe paúent was [reatad with 20 rnglkglday ob
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meglurnine antiíroniate lar 21 days anc¡ showad
total racovery within a lew weeks. No relapses
were observecí during tíse naxt seven rnonths. 1-le
showed a weight gain of ID kg cind a reduclion
ir spleiioiiiegaly litar 22 cm lo 2 cm. Olbaí ah-
oraíory tasi resulís were as baliows: hemogloblír
(¡27 gfL), bemaíacri t (3888%). total pnoleiírs
(94 gIL), cilbum ia (52. 1 gIL) .alia— 1 gíobuli ir
(2.2 gIL), ciIla-2 globulin (S.l gIL). beta glabulin
(7.7 gIL), garnrnci-globuiin (24 gIL), polyclonal
¡gO (23.80 gIL).
Biochemical characterization. Tlíe síock
was isolated by boííe marrow aspiration, grown
in NNN mediiim, and cultured oír a larga sca¡e
in RPIvII 1640 niediurn supplemeated witli 10%
letal calI serura (FCS). Tbe cede nana given te
ibis strain was MHOM/A0191/LLM-85 <Paulo)
L. <L) infanumí. Tha following iniernatioííal raIL
erence nrarkers of Lei¶Jnnaííia spacies attd L.
(LI i,¡fr¿nn”.¡ zyrnodernes ware usad: MHOM/
ET/72/L-100 (LRC-L 147) L. (L.) cu’thiopica.
MHOM/IQ/65/A. SINAí 1 (LRC-L 32) L (U)
Iropiccí, MI-IOM/SU174/K27 L. tt.) ¡repita.
MHOM/SU/7315-ASKH U (U) majar. MHOM/
ET/67/HU3 (LRC-L 133> L. (1.) do,íavani s -.
MHOM/TN/80/ll’T-I L. (U) ¡nf=nítímu,MI-bM!
FR/78/LEM-75 L. (L,) i,ífanlcíní reference stnaitr
bar zymodarne 1 (MON-!>. MHOM/ES/8h/
LEM-307 L. <L.) ¡nfamíí¿u;¡ relerance sir-ajo Ini
zymodaine 29 (MON-29), MHOMIDZ/83/LEM-
425 L. (L.) ¡nfan¡unu referance strain lar zyíno-
dame 80, acid MHOMIFR]82/LEM-356 L. IL.)
¡nfcnuumn refarence sírain lar zy¡nodeíure 33
<MON-33).
Pi-atacaN fon isa¡ating Leislunania DNA raya
beeír previous¡y deseribed? Briafly. litiNA nad
nDNA war-c puí-ified iii hy eesiuiíí cli bride—
eííricliurn bí-arnide density gíadient ceuítmilr.uga-
liaír - Tbe litiNAs were digested wiíb Une ¡II ciad
tbe bnígineírts svei-a separ-atacl by electrapíroresis
oír 1.8<4 agarose gels. A llar <líe nDN As wcrc
digaste<í w iíb 1’>’, 1 auid 1-l/»O IIl/J3aní Hl. tIre>-
weí-a snbjected ca alectropíraresis arr 03% íiga—
rcrse gels ciad Souíhar-n—blaíted ¿iiilo ny bu uncía—
branes.’ Kiuíatoplasí DNA Iíybriclizatian was caí—
riad ant u sing cia U (¿.1 danoí’ani x./.—spaci lic
litiNA probe (40<) bascpains) dasignatad 307/k- 1
CAlvar J, imnpublished dala). Nuclear DNA hy-
bridizatian was periot-med wiílí [be 7-059 irUNA
probe preparad fi-aun ciii L. in/?¿,ríucni cDNA Ii—
brary thai is al so speci lic lar L. (L.. 1 donova, u,
s. L<í Api cidditiaaal lrybridizatian was done usiag








Pci! ut> 1 - Atimorad iogu-rípb ni a Smiu líe rur ¡Ial nr
te¡sburrauír ial unte Icaur FINAs di ges lcd w ib PsI i ird ¡y—
bridized wiib tire 7—1)59 prolre. Lííure 1 11>1>1: [cine
2 = [‘atila; aíre 3 l.±M—75: nne 4 5—ASKI-I; [cine
5 = LRC— 133: arpe fi LRG-32. lii’ = lii aNises -
bronr a genorn ie libouy of L ni«¡cm (M 1-1OM 1
SN/DO/OK 1) thai cciii clisíinguisb hctwean L. CL.)
do, huí ‘a, ti .s- y a cid L. L. 1 ¿alón ¡cima - ‘ Probas we re
1 arbeled wiílr 32P hy tlíc ntíadoní primer inechiocí.
Resulis weí-e ohcaiuíad ¡y autorad iagíaphy-
lsoenzyníe lyping wcis carried ant wi th 5 Y
1 0~ pi-omas ti got es ib u í we re h arveskdl fuorn
RPM 1 ¡ 640—10% FCS Líy eaatribugaíi on acid
wasbed tlííea ti mes - Tbicli síaiclí gel alcxtiaph<i-
¡asís was períarníad allowiag p¡-avious praia-
coís usiírg a ¡ 5—enzyaíe systaní panel:’ glo-
eose pbosphata isauiíerase (GPi EC.5.3. 1,9),
6-pbospbaglueoaace dahydrngeírasa CÓ-PGiD
a
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lici,RL 2. A, krauuding paaíers crf leishrír¡icii;íl kinetoplasi LONAs digested witli Une III. Lane Síd pbage
I’M2 digested witb ¡lía- III; lourc 1 LFM-3i17; aíre 2 — 5ASKi-f; ature 3 = IPT- 1; jane 4 = Paula; lane 5
= l.EM-75; iaííe fi LRC-133; luuíc 7 LRC-32. II, nutoradingraupír afilie gel huí A blotíedan a nylon r,reunbrane
,rnd iryirridi,ed wimlí ulue 3(171k- 1 FINA prohe. Values on tite [cfi ide of A aire ¡ci liasepairs.
FC. 1 - ¡ - 1 44). gIucose—6—plrosplrate delrydroge -
nase <G6PD FC. 1. ¡.1.49>. nucleosyl phaspbar-
s- ase 1 (Nl’— 1 FC. 242i. naueleosy 1 pbosphnry-
¡ase 2 tNP—2 FC242> . giutaurrate oxuítiacetaite
irauuslerase ¡ aísrd 2 001—1 and (IOT—2
EC.26. 1-Ii. urralie ea¡ymrre <MF FC.. li 4(1>.
malata dalrydragenase t MDI-I FC- 1~ 1.137<. so-
chi-ate debydrageurase (¡CD FC. 1-1~ .42). pIras-
plrogincourintase C PGM FC.27.5. ¡ í. diapbnrase
(1)1 A FC- 1 6.22). man nasa píraspliate isomarase
M Pl FC 5.3 - ¡ M. g ¡tit.í nraw mIt. b ydrogenasa
Ci LIII) FC. 1 4. 1.3í. aird b.murraurate irvdramnse
Pl] FC 42. 1.2>. The <Jata “-ere analy~’ed w tu
tite n o ríer¡ cal tasautomir y pragrani TAXAN i ¡ n —
orin att ¡ oir Re So turcas (1 ron~i.Mary lancl Eiotaelt—
uroiagy lurstitute, Univers¡tv of Marx and. Col—
lege l’ark. NI ti) mrd 1w applyi ir g iba Jaccard s
sinri lar¡iy ¡cicles S(J Y A similarity rnatrix was
ccrmnputad aud transformad mro an cigglamera-
uve hierarchial cluster- acid nelaíionslrips werc
depicred ¡ n a dendrngrani.
RESULTS
Cliaracíerízcution al írDNA al tha Paulo scrain
uy Souíbern blaiting Iollowed by hybndi2atiaa
ivitír tIre 7-059 ciNA probo showed cha sanie
baadisrg paníern os dic markers lar L donaran!
s.l. <U <U in/óna,nu (IPT- ¡ - LEM—75 > and U.
U> d¿nmcumwui s.s. (LRC-L 133)), buí a poitern
tíral xvas di llenaní Iraní tose al L. (Li nutijor
C5-ASKH) or L. (L.J trapito (LRC-L 32i. ita













Fiou¡¿c 3. Sauclrern bloc al nuclear DNAs digesied
wiiiu Riad III aurd Han, Hl mrd bybi-idized witlr tIre
pDK2O probe. Lotte 1 = LFM-425; laure 2 = LEM-
75; lauro 3 = IPT-); aíre 4 = Paulo; ano 5 = LRC-
[33; lane 6 = 5-ASKH; bine 7 = LRC-32. U = ki-
aboses.
¡raya Sean shawn to be speciñc fou iba Leislí-
niduhia spacies thart causa VL (Figure 1).
Wíren iba kDNA of che Paulo stiaumr wascírar-
cicterized with cha 307/k-l kDNA probe, a dccii-
hybridiZauian signal was obcajurad, similar [o the
une giveur by other L, (L,) i«fauutunu marliers
(LEM-307, IPT-l, aurd LEM-75) and L (LI da,,-
uva/si s.s. (LRC-L ¡33). This canlirmecí tIre me-
¡atiocislrip of iba Paulo stíain with U. (U.)
donovaní s.l. No crass-hybridizatiaur wcis oh-
served with U. (U.) tropica (LRC-L 32). The
fragnieac used as proSa is presaní in different
miuricircía farnilies aurd shows a significantly
higher number of copies for the homologaus
stock LEM-307 (Figure 2).
Tha pattern obtained with the urDNA of che
Paulo siralur hybridizad with cha pDK2O probe
is closely relatad to U. (L.) i,¡faníunu (LEM-75
ami IPT-l) racher chanto L. (L.) do,uc,va,ui (LRC-
L ¡33). Tha 18-kb fragment in U. (L) infaníaní
stocks seams ca Se amualogaus to [he 14-kb frag-
maní in U, (U.) donovaní, in wbich cm ciddiiianal
hybridizing 4-kb fragnuant is píesaní (Figure 3j.
Tha anZymatic panern ciurd zymograpb for alí
síraiurs acid stocks was obíained Sy comparisan
of the alactrophoretic mability of aach aírzyme
with cha anzyma mabi¡ities ob scrauír LEM-75.
usimrg ¡00 as an arbitrary síaírdard value. The
mobility patterirs nf [he GOT— 1 acid MDH isa-
enzyrnes dilferairriated U. CL.> doaar’an¡ s.s. cind
L, (U,) in/áahmíau, acid [he paiteicis obtai mcd wiib
TAnLul 1
Isoc’,u zy-asc pra/ii:’ o] LesIi malida 0/4 World rcJó,c’nce snr~ lis’. L. CL.> i mía uru unl ,c’/i’rrat¿-e vírahus, wur/ risc Aisgahí
sic ck c,hiaipucr/ 1w toflzj~n-,scnt c-rf 4to elr’círapluo sitie- ss,ahduiv o/ eruIu e’,uzwusr’ rl -isis use- r-sszv~’u c- ,ssol,iIiiic’s of






























































































































































Paulo [00 1(11) lOO [00 lOO [Oc) lOt) 101) [00 lOO 0(1 [00 1(11) [00 lOt)
Fu; dcii iii>en of en? >níe s - ‘me Nlateriai ned Mci ‘aje. Ve i uce are rei-au¡-it- nicih> hice. eeing uno ha,, íri,¡imary su,nd,crd. ¡NI = iv ucd reír.



















1 29 33 IB 39 60 14 4
Fmc;í.’uit> 4. ¡)e¡rdragrauTr resulu¡írg ron we¡ghted
average línliage ciusuer uíaaiysís applyicig tha iauccards
sin,¡larilv indas St]. Zvnrcrdcn,e (ZM >- u = LEM-75
u L:’isIu,uu,uuiit, i,ufisuí¡,>,u, u. 1 PT- u . a¡rd Paulo; ZM—29
LFM-307 (L.. ial a,u:scnuu: ZM-33 LEM-356 IL. bu-
/~Iuissc,uh u; ZM— 1 8 = LRC— [33it- ,Ia,íov-:uuuiu: ZM—39
LRC-32 II.. ir-apura u; ZM-ét) 1<27 t.L sr-apdo u; ZM—
14 = LRC- [47 L. ac’tfuia,ui’u>; ZM-4 5-AS KH (L.
uuucujas-); [FF1 u L i,ufiunuuatsi. Paulo <L. hrftnu¡uauu).
GÓPD. NP 1 . ¡md MtiH idanti liad iba Paulo
síras mr as L. CL.> inflautuan zyurmdetrre MAD— ¡
lviadricí— [1. ‘Iba emzvurraiic purO le is shown in
Table ¡ - TIra dendogran’ result¡ng iran weighí-
cd average íiurkage clusíer ¡unalysis is showci ¡ci
Figura 4. in ~vbicb tIre similarity betwean ihe
Paulo. IPT— 1 . ;uncl LFM-75 sírairrs can be oh-
sanad -
1)5 SCUSSSC >5
Tire cl¡ nical bi siam-y of tbe paliad wi ib sple-
uranragaly ami wlro lracl traen iii Spa¡ tr br ami ly
three weeks. with no Instar5’ al ircivel to otlier
cautríries, rules oíut tía passibility thai tus in-
tedian was caniracced oucside Angola. Our pa-
tianí wos fbi cici imnigroní ta Angola from mear-
hy cauniries such tus Zaire or Namibia. in which
traval is rasíricíed. Ocie case of VL from Angola
has leen reponed, buí no infarmalion C5~St5 Qn
tbis cuse (unpublished dala). A fevv cases of VL
haya Sean reponed in cauntries bardering Arr-
gola. In Zaire. ant case of VL was reponed ir
l978 and sk cases ob cutoncaus leislrmaniasis
(CL) were reportad between ¡983 sund 1988.
Twa cases of VL were diagnosed in Zambia in
Iba 1970s, but ma linown cases exisí in [he Con-
go. In Namibia, only 24 casas of CL causad by
U. (LI frapico are known. Nona al [ha irbava
citad Leisimnua,uicu sioclis thai cause VL have
been charactariZed previausly3
¡ci tIra Oíd World, spacies othar lían L It.)
da,sou-ani si. are respoursible lar VL in excep-
tional situatians. rrrainly ¡ci cases witlr imintllro—
dapressiari. Leisl,nmcunia (LI empico has been re-
portad as a vmsceralizing spacies ci Sudanesa
patients. Cm tira alIjar haírd. anomalaus aruco-
cutancaus leishmaniasis has been reportad la be
causad Sy L. (L.> infaneu¡nu and L. (L.> majar.
TIre dermotrapic or visceratropic zyruademes
with¡ci the spacies L. CL.) infan:»,» chonge dcii-
iissua trapbism díta lo anergy wben tIra pacienIs
are camnfecred with VL mrd acquired immuna-
deliciancy syndromeiI~ Howevar. aur patient
was nal iiurnunodepressad.
Tía nONA proSa 0-759 has Seen shawci to be
a paweriu¡ tao] ¡ci qualilative y di Iferení¡riO ng al1
Oíd Warld Leislsmania species. inclímding U. <L.I
:Ionou-cuni y. 1., but caí baíwaen L. < L. 1 clnuavani
s - asid. L (U.> in/hnnasaf Tbe kDNA prcrbe 3(17/
li— 1 is also ural afile to distinguisí ilesa spaCieS.
Hosvaver. iba strong lrybridization of iha Paulo
sarck vviíh liase pi-críes is cansistenc wiih lis
denti ticauion ay a niembar of iba L. tL. ¿taita—
y-asti si. graufl. Tha pi-abc ptiK2O c¡rcururvents
ihis lituritatian Irecausa it can d¡stingírish be-
cwaeci U. CL.> donava;si s.s. acid U. L. > in/anna>: 1
att iba trasis al a mroncanserved DNA sequence.
Tus pi-aIre yvas testad witb 50 referanca stocks
mrd shcrwcd no variation iii its ability ta distin—
guisli batwaan Sath spacias.’ Tbis pi-abc Iras cuso
leen usabul ci characterizing tía Paula síoci os
L CL) infcnsfu¿nu-
lsoanzyma íypiirg ciearly showed ¡¡jal tha
Paula stack cauld be assígmed cci [be L <U. 1 i~u-
/á,ufnnh z’¿madama NI Ati- 1 . Zytiroderne ¡ is
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wide¡y dissenrimaied as tira causativa cigeuli al
VL in caunwias bordariug tía Maditarrcnaauur
Sea. cus well cis Portugal)’ Tía case al VL da-
scí-ibed bara could be líe resuit al art incraducad
facus fi-orn Portugal causad Sy papulatian mi-
gi-ation during tía colonial penad (látí and l7tb
canturias). It Iras cuso Sean suggesced Ibal L. <U.)
cluagas) wcis intraducad mía tía Amaneas by tba
dogs of tic Conquistadoras.i~ Cocversely, wa
balieve chac U. (U.> infantunu is dissarninated itt
Africa md is escablished. nol only in casI Africa
whei-e lis prasance is well knowri, buí alsa aut-
sida chis anca, in cauniries síscí as Senegal. tIre
Central Afnícan Repub]ic, or fui-thai- ta tía south,
in Angola.3- 7
Acktrowledgnient: WE tirutnk Di-. O. i. J. M. van Eys
lar providiurg cha ciNA pi-otra 7-059 muid pDK2O.
Fiutancia] suppart: Tíris study was suppnrued by che
Foirdo de invas¶igaciouíes Sanitarias da la Seguridad
Social (Expía. 90/1172 BAEI.
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Carlos lii, 28220 Majudalronda. Madrid, Spauur. Sabinir
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ligaciones Chinicas y Medicina Prevencivcu, instituta da
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Could infected dmg-users be potetitial Leishmania in(antum reservcirs?
¡níravenaus drug users (IVDU) represenc over 65%
of alí HIV-posírive cases in Spain. lo a previcus
paper on ílw prevalence of leishmaniasis among
A¡DS paíients. we suggesred &ac svrírxges rnight be
a ransmussiom route for the parasíre III. teíshma-
isla infan¡um is the causauive ageol of both cuta-
nenus and visceral forms of leishman¡asis in south-
wesc European counries due to biochemical van-
anis or zvrnodemes. In diese counuríes, over 300 L.
infan¡um ¡solares boye been tvped to date and only
12 zymodemes boye been found. Zvmodeme 1 is
che var¡anu bound in immunocompe¡enr humans in
90~t of sicerlocropic cases and. with a single excep-
(ion, ihe onlv one derecíed mo canínes tíbe principal
reservoirs of L. mnfantum>. Zvrnodemes 24, 29 and
33 have been isolared fronu mosí immunocompe¡ent
cases of cutaneous leishmaniasis wbose reservoirs
zrre Mill rial fuiN under~íoad. Hawever. ihase cu-
wneous zvmodemes boye aÑo been salared from
bone marrow in AIDS patíenís. oirá are probably
ube expression of A¡DS-assodaced anergy [2.31. The
clinical manífesrarion of Ieíshroaníasís caused by L.
t74/afllttm mav chus be ube resuh of a balance be-
tween the vímicoce of ube paraslie (zymodemes)
and che efficiencv of te cellular ¡mmmxc response.
Wc typed 47 L. mnfantum viscerouropic solaces from
HIV co-infecced IVDU fi-orn Spain, seven of wbom
were asymptomatic.
Surprisingly, eight differen zymodemes were faurid
by siarcb gel eleccrophcresis usiog the cur-renc
panel of 15 enzvmes escablished hy che Laboro-
cofre dEcologie Médicale, Monipellier. France. Zy-
mo-deme 1 (MAD-Il was presení ¡ir only 18 our of
47 ¡solaces from Madrid (15 scocks aná Mallorca (3
suocks). Twa new zymodenues, MAD-500 and MAD-
501, were detected: MAD-500 was found in scocks
fi-orn Andalucia <2) and Madrid (1) ami MAD-SO] jo
scocks from Madrid (2). Ocher comrnon zymodemes
were MAD-33 (7) and MAD-24 <9), bat in Madrid
srocks (che ¡aner che firsí in Spain>. MAD-27 (1),
MAD-29 (3) and MAD-34 (4), were fornid mainly itt
Levante (tire laaer tire flrst fu Spain). Daca oir clic
enzymatic paucrus were aoalysed usiog cheTAXAN
program lar nurnerial taxonomy (Maryland Biotech-
nology Instituce. Callege Park, Maryland, USA) in
which Jaccards similarivv mdcx is used. The van-
ability demonstroted was mucir higher iban char ob-
cained in stocks from immunocompeuern patienís.
Tire cansiscent presence of cercain zvmodemes iso-
laced from HIV-infecíed subiecís thai are uncam-
man in immunocompetenc pauients in Spain and a-
sení in dogs, and te variabilirv of L. i>:frnuurn un
co-infections reinfofced wirh new zymodernes. sug-
gesc chac co-infecced padenus are porerruial Ieservoíry
bor rl-te aboye zymademes and allow cheir trans-
rnission w¡uhin [VDU communiíies. Syringes could
act as che vehicles lar parasiue-infected circulauing
macrophages since. in co-infecced patíenus, Leúbma-
ma Is easilv identified in bload 1w smear scaining
or isolaced by senodiagnosis using sandílies uhac in-
gest 0-5 kd fu each sefing (much less than che bload
shared fu syninges) (4,5).
Acknowledgement
Specéal thanks so Dr N. Sa,av,a. Coiorrrbu.a mow Ira, uruaiul com.
menis. -
1. Alvar ami 44. liménez. Laborazorio de Re/erencía de Le,shman,-
ssus. Servicio de Parasiuologia. Centro Nacional de Mtcrchiolaga.
lns¡¿tua:o de Salud Caños III. 28220 Ma¡adabonda. Madud. Spain.
Spansarship
Supporred by a gran lrorn the Avécenne/EEC Prqram UA.VItCTS2.
0013).
Date of receip:: 1 March ¡994: accepred: Y March ¡994.
References
1. Mv-a, J. Guííenz-Solae 8. Molínu 8. el al: Prtnlencc of
L.flsbunanm iírfecnon awong AlOE patucnts lIdien. iancn
1992, 239:1427.
2. Jimenez Ml. Guuem,z-SoLur It. llanito A. el al, Cuwrcous
LMsbmanla luifanm~n zvwoclecnes ,solated morir bone mar-
rowím AJOS patenis. Rés Reí Pan taJ 1991. 5t:95—99
3. Crarnmccua Nl. Gc-adonu L Trauné ‘A: HIV-tettentan4a ce
¡nfecítoas ‘a IuJy. lsoeazym-c ciuncterrnimon of Ulcbns.
irla caususg visceral ]eíshmanflsís ur 1-11V pataents. muuís R
Soc Twp Mmi Ih~ 1992. 86:261-163.
4. Martínez 1’. dc ka Vcp E. Laguna F. e? al.: Diagí,esu
of visceral Ie<síunaníasis m Hlv4nfected individual. wurg
pcnphcr-al bícod síncars. ¿UDS 1993. 7:227—230.
5. Molina it Caé¼uvuteC, Cercenado E. Laguna E. Lúpez-Vétez
it. AIv-.ur J. Indirecí zenodiagnosis of visceral Ieuhmanuuu
¡a lo ItIV-infecíed patíenta usmg cc,Ionazed PhJeb<won.m
pernictnsus [Ictiefl. A/nS 1994. 8:277—Vg.
Sexually transmicted discan tus mal Africa
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New Leishmania <Le¡shmania)
infantum zymociemes responsible br
visceral ieishman¡asis in patients
co-intectecí w¡th HIV in Spain
NI. 1. Jinrénezí, F. Laguna2, F. Solís3 ami II. Alvar
‘LrL’orumtorio N~ucio,uííl de &tcrcncia de Leisisnia,uiuísis. Ser-
;iUbo (e Píírasitolo@t Ccii tro Nacional tic Microbialogíií
oíd Se’-vicio de Eakrrnedíudes luuÑcciosas. Ccii Ira de huyes-
tivícíormes ciIuhí i¿us. Instituto de Siulutl Ñudos (II.
.\ fa, híiiiu¿r,i u ¡ni, ?.-lcudrid. Sp~sius; ~Un ichal tic Mitrobio¡o9 tu
:iP, rlsu tolo’~ ¡a, l—iosvitiil ¡‘roztnciti ¿ dc Cáidobíu, Spain
Ci> inlÁxt ¡oms ~íith L cislsuíu¿s lii (L eitlímcu isla) infisuítum
rial human immnunadaficiaocv vii-tus <111V) are ralativaly
ct,rnrnon in south-wast Eurahe. whare batir infactioos
ívcrlap. fwa-Ihirds of alt visceral laishmaniasis (VL)
ursas are adults aod it is astirnated that ovar70% of theín
.iro assocéaied ~viih H[V co—infection (ALVAR. 1994).
Nina diftaraot L. L-) biih.stmcaí zvmodernes haya so lar
¡‘ccii dentitiad in patienís w¡tIu leishmnaniasis assocíated
‘vitir [-[IViurfecluao: viscerotropic balatas ZM-1 ZM-28,
/Nl-l3band ZNI-183. acid dermotron¡c solaces ZM-24,
ZM-29, ZNI-33, ZSI-34 and ZM-78 (PaRTOS el si., 1989;
MA u rY el ml., 1991; CRANIICCIA el mi-, 1992; PR,\i-LONG
it sí., 1993; ALVAR & JINtENEZ, 1994>-fha cutaireujius dr
‘ iscarní Iropisní of L. (L.) Pi fluuísíní is determinad Sv ¡Ls
‘unuicoca (zymadama) and LhC irnarunecall-nradiated re-
sponse ¡o caclr case, lo co-infectad paticnis. ciutancaus
zvnrodemes are traquentlv ¡solidad <ram viscara dueto
¡Se aoargvof tSe patiant (JIMÉNEZ el rl1.. 1991; GRt\DoNI
& Giugulccla, 1994)-
Hera ~ie re~rt tSe iseenzyoue Lyping of 5 sL~ks ¡so-
¡atad <ram co-infectad patiecís, using a panal of 15 ia-
saenzvrnes and starch gel electrophoresis tus previously
(NIORENO el ml.. 1986>. Fiva refarcírce strains oíL. (L.)iuuñuníu,u,i zvmodeoueswera usad: MHOM/FR.78/ LEM-
75 (SION-Il, NUIOM,ES,OIMC’4-65 (MON-28>, MHOM/
ES/Sil LFM-307 (MON-29), MHOM/ES/82/LFM-356
(NION.33) mrd XIHOM/DZ¡53/LEMA25 <NION-SO)-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
it re L iuiOSO p!rostñaiC somarrse elecuroplri2ietuc prdr retor retar—
un e su raune and stcc~s of L. u LI ‘,iiu,u ciuuuu t 2V irrodenre miunuirers are ti
SI \O ‘Si -4 LEM-356 {NcAD.33): 5: LEM—t25 (ttAD-SO): 6: LIII-ir \[AO 1s3<; 7. LiENI-75 uNtAD-FI: 8: LLNt-340 (NIAD-183k 9.
-‘1 , ‘.tAD-ul: 10 LLNt.3fl iXtAO-Sdli; II: LENI.75 MAO-rl;
- - St 3S1 MAO- 1 531; 13: LLNI-)75 (NIAD-50)i.
¿oi-respuirdung zt’modcnres un tIra ZM ¡zvmodamat NtON
Nionipelliar> mrd MAO (Madrid) señas ira given tire sama
irurribere: cg. ZNI.IMCN-1 4IAD-l. etc.
Stocks LLM-336. LLM-340 .íurd LLNI-382 líad uuntusímal
alacLramorph valuas lar glucosa phosphata isarnerasa
(Ci1’¡> of liSiad ma¡ic dehvdrogenase tMDH> nf 104,
which distinguished t¡rao< lrotn MON-3-I (GPI-100,
MIJH-104). LLM-373 and LLM-175 liad iba follawiurg
mabilities: MDH104. gtucose-6-phosphate daiívdroga-
nasa <G-6-l’ti¡-1) =105, purina nualeoside phosphorvlase
1 (NPI»140. and GP1105, cha laltar ot which ditfers
<ram chaL of MON-29 (N1DH104. G-ó-PDHIOS.
MII =140 aod GPI—100>. The mobilities ot íha standard
straimr LEM-75 (MON-1) are alt cakao as 100. Ra CPI
e¡actr-orurorph pattai-ns areshawn ir cha Figura.
Stmks LLM-373 md LLM-175. bach fronu Madrid.
Saiong to a new enzvmatic vaniant (MAD-SOl). Síacis
LLM-336. LLM-340 ¿md LLM-382 shara comrnon
isaenzvmacharacteristicswith zvmodeme N¡OS’-lS3, re-
canclv dascribad (ram 2 1-11V patiants fm-orn tSe Valencia
rrea:Spaimi (PRATLONC cl U., 1993)- We no”- contirm
Iha presance of Ibis z;’rnodeme ¡a 31-11V patíents origina-
tung <ram =otlrersgeagraphic¿rl oreas: Andalucia (Jaén.
Córdoba) ¿md Madrid, in Spain. Moreover, uva repofl
ZM-24 aod ZM-34 lar tIte firsí time ir Spain iJISIÉNEZCl
si., 1993). TIrase records empliasize tSe wide range of
zvnrodemas oíL. rL.) influís lucía iruÍccting iímn,nníunode—
pressadpatients.
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